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RÉSUMÉ EN FRANÇAIS ET MOTS CLÉS 
Résumé 
Cette. étude porte sur l'identification d'un réservoir extrahépatique du virus de 
l'hépatite C (VHC) exerçant une pression inhibitrice sur la fonction des cellules 
dendritiques myéloïdes (MDC) sanguines qui mène à l'échec de la réponse des 
lymphocytes T VHC-spécifiques à éradiquer l'infection chez l'être humain. Nous 
montrons par cytométrie polychromatique, par tri cellulaire ainsi que par R T -PCR 
quantitatif que les niveaux d'expression d'IL-12 et de TNF-a suivant l'engagement du 
TLR3 et du TLR4 sur les MDC corrèlent négativement avec les niveaux d'A RN 
génomique du VHC présent dans les DC circulantes d'un sous-groupe de patients 
virémiques (CP-D). L'atténuation de la réponse innée n'est corrélée ni avec des 
déficits dans la fréquence des MDC chez ces patients, ni avec la virémie ou les 
niveaux d'ALT/AST. Pour démontrer que l'expression de la NS3/4A et la réplication 
virale interfèrent spécifiquement avec la fonction de l'adapteur TRIF dans ces MDC 
de patients virémiques, des PBMC isolés ont été stimulés ex vivo pour une analyse 
longitudinale de la capacité des TLR3 et TLR4 (voie TRIF-dépendante) versus le 
TLRS (MyDSS-dépendante) à conduire à l'expression des gènes IL-12, IL-6, TNF-a, 
CDS6, CDI97 (CCR7), CD274 (PD-LI) dans des MDC exposés à des petites 
molécules inhibitrices du VHC. Ces expériences ont permis de montrer qu'il y a 
synthèse intacte de TNF-a et d'IL-I2 suite à l'engagement du TLRS, contrairement 
au TLR3 et au TLR4, puisque seule la voie TRIF-dépendante n'est pas activée dans 
les MDC infectées. D'ailleurs, la restauration de la fonctionnalité du TLR4 par les 
antiviraux BILN-206I (protéase) et VIR235 (polymérase) démontre que c'est 
l'activité protéolytique de la NS3 qui interfère avec l'activation de la voie TRIF dans 
ces MDC infectées. Nous montrons également que cette interférence spécifique 
induite par le virus ainsi que la surexpression de PD-LI à la surface des MDC sont 
impliquées dans la faible qualité de la réponse des cellules CDS+ VHC-spécifiques. 
Ces résultats ouvrent la voie à un modèle de la persistance virale où une infection au 
sein des MDC présentant des antigènes du VHC est l'une des causes de la perte 
fonctionnelle des effecteurs CDS+ VHC-spécifiques. L'ensemble de ces résultats 
contribue à notre compréhension des mécanismes mis en œuvre par le VHC pour 
déjouer l'immunité innée et interférer avec le développement d'une réponse 
adaptative efficace, du moins pour ce qui est des CDS+ cytotoxiques. Cette 
compréhension pourra mener au développement d'interventions 
immunothérapeutiques visant à compenser ce déficit de la réponse innée; notamment 
le profil fonctionnel des MDC fournit une association claire avec l'issue virologique 
après thérapie antivirale IFN-a2, surtout dans les cas CP-N (où les MDC ont des 
fonctions TLR3/4 normales) qui éliminent leur virémie à la suite du régime 
thérapeutique contrairement aux CP-Do 
Mots clés 
Cellules dendritiques, VHC, TLR, TRIF, MyDSS, CDS+ cytotoxiques, évasion, 
BILN2061. 
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RÉSUMÉ EN ANGLAIS ET MOTS CLÉS 
Summary 
This study concems the identification of a Hepatis C virus (HCV) extrahepatic 
reservoir that exerts an inhibitory pressure on innate functions of myeloid dendritic 
cells (MDC), leading to the failure of HCV -specific T cell responses to eradicate 
infection in humans. We analyzed MDC functions in blood through the use of 
multiparametric flow cytometry, F ACS cell sorting, unsupervised hierarchical 
clustering algorithms and quantitative RT-PCR. We observed clearly that MDCs from 
a subgroup ofviremic patients (CP-D) displayed impaired TLR3- and LTR4-induced 
expression of interleukin (IL )-12 and tumor necrosis factor (TNF)-a in relation to cell-
associated HCV genomic RNA copy density in DCs (negative correlation). 
Attenuation of innate sensing did not correlate with viremia, ALTI AST or deficits in 
circulating MDC frequencies in HCV-infected patients. To demonstrate that 
expression of the NS3/4A protease and viral replication interfere specifically with the 
function of the TRIF signaling adapter in this group of viremic patients, the capacity 
of TLR3 and TLR4 (TRIF-dependent pathway) versus TLR8 (MyD88-dependent) to 
drive the expression ofIL-12, IL-6, TNF-a, CD86, CDI97 (CCR7), CD274 (PD-LI) 
in MDCs exposed to chemically diverse small-molecule HCV antiviral inhibitors was 
analyzed longitudinally with ex vivo stimulated PBMCs. These experiments showed 
that CP-D patients maintain intact TLR8-receptor induced IL-12 and TNF-a 
production in the face of compromised TRIF-coupled pathway responsiveness. 
Furthermore, restoration of TLR4 responsiveness by BILN206I (protease) and 
VIR235 (polymerase) antivirals demonstrates that HCV inactivates TRIF-coupled 
TLRs by NS3 protease-dependent processes in infected MDCs. Moreover, we show 
that virus-induced evasion of TRIF-dependent activation of innate immunity at the 
MDC level as well as surface upregulation of PD-LI are involved in preventing the 
renewal 'of a functionally competent HCV-specific CD8+ T cell repertoire during 
chronic disease. These results open the way to a model of viral persistence where 
infection within MDCs presenting HCV antigens is one of the causes of the functional 
loss of HCV-specific CD8+ T cell immunity. This study contributes to our 
understanding of mechanisms implemented by HCV to thwart the innate immune 
response and interfere with the development of an effective adaptive response. This 
understanding of altered MDC innate sensing responses that contribute to defective 
antigen presentation during HCV infection could lead to immunotherapeutic 
approaches that compensate for the deficiency; notably the functional profile of 
MDCs provided a clear association with virological outcome after IFN-a2 antiviral 
therapy, especially in the case of CP-N individuals (normal TLR3/4 functions) who 
experienced low levels of plasma viremia for extended periods off therapy in contrast 
to CP-Ds. 
Keywords 
Dendritic cells, HCV, TLR, TRIF, MyD88, CD8+ T cells, Immune evasIOn, 
BILN2061. 
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<<11 est bien des choses qui ne paraissent impossibles que tant qu'on ne les a pas 
tentées» 
André Gide, Si le grain ne meurt, éd. Gallimard, 1997 (ISBN 2-07-036875-0), partie 
l, chapitre 3; p. 90. 
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L'agent étiologique de l'hépatite C, virus à ARN monocaténaire de polarité positive 
appartenant à la famille des Flaviviridae, décrit pour la première fois en 1989 par 
l'équipe de M. Houghton (16, 94, 313), se transmet surtout par voie parentérale. Dans 
plus de 80% des cas, l'infection évolue vers une virémie persistante qui mène à des 
complications hépatiques (fibrose, cirrhose terminale) et à l'apparition 
d'hépatocarcinomes (401). Cela fait de l'hépatite C la première cause de 
transplantation du foie. La transplantation ne permet pas, toutefois, la guérison: la 
réinfection du greffon est quasi systématique et 90% des foies greffés présentent une 
récurrence histologique à cinq ans post greffe. L'infection au virus de l'hépatite C 
(VHC) pose donc un problème de santé publique d'une importance grandissante, 
affectant à ce jour 3% de la population mondiale et plus de 10% des populations de 
certains pays d'Afrique. Au Canada, même s'il n'existe pas de données exactes quant 
à sa prévalence, il est estimé par les Instituts de recherche en santé du Canada que 
-242 000 personnes sont porteuses de ce virus, soit 0.8% de la population (voir 
Initiative de recherche sur l'hépatite C de Santé Canada et des IRSC (2005); 
http://www.cihr-irsc.gc.calf/4601.html). La plupart des sujets infectés ne développent 
aucun symptôme durant les premières phases de l'hépatite C et il est plausible de 
croire que plus de la moitié des sujets atteints sont asymptomatiques, donc ignorants 
leur statut séropositif. L'administration du seul traitement antiviral disponible (une 
combinaison de l'IFN-u2a pégylé, et d'un analogue nucléotidique, la ribavirine) 
permet la clairance complète et définitive chez environ 80% des patients infectés par 
un génotype 2 ou 3, mais seulement chez la moitié de ceux infectés par un virus de 
génotype 1 (381). Par ailleurs, les effets secondaires importants de ce traitement 
rendent impérative la découverte de molécules et vaccins à visée thérapeutique plus 
spécifique. 
Bien que l'infection au VHC soit l'une des maladies infectieuses chroniques les plus 
répandues, sa pathogénèse ainsi que les mécanismes responsables de la persistance 
virale restent encore mal compris. Cette infection est caractérisée par une interaction 
entre le virus et la réponse immunitaire de l'hôte infecté. De fait, la réponse adaptative 
joue un rôle majeur au cours de la phase aiguë pour assurer l'éradication de la virémie 
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et la guérison spontanée dans 20% des cas. Cette guérison est obtenue grâce à une 
réponse lymphocytaire T CD4+ VHC-spécifique, à condition qu'elle soit de diversité 
épitopique suffisante et associée à un profil sécrétoire de type TH 1. En effet, un 
déficit fonctionnel de cette réponse pourrait expliquer la persistance virale. Dans ce 
cas, le développement de l'hépatite chronique intervient malgré la présence d'une 
réponse lymphocytaire T cytotoxique CD8+ spécifique du VHC forte et 
compartimentée au niveau hépatique. Or, une dysfonctionalité du rôle de l'immunité 
innée (notamment celui des cellules dendritiques, [DC]) dans le cadre de l'infection 
au VHC a été proposée pour expliquer la perte des réponses T CD4+ VHC-spécifique 
chez les sujets progressant vers la forme chronique de l'infection. De récentes études 
ont mis en évidence que le VHC échapperait à la détection par l'immunité innée en 
bloquant l'induction d'IFN par l'action antagoniste de sa protéase NS3/4A sur les 
adapteurs de signalisation recrutés lors de la reconnaissance du génome du VHC par 
le TLR3 et l'hélicase cytosolique RIG-I (178). Des travaux récents ont, de plus, fait 
apparaître la nécessité qu'ont les acteurs du système inné (ex. les DC) de posséder 
des TLR fonctionnels pour générer une mémoire adaptative protectrice. La perte de la 
réceptivité des TLR dans les DC infectées représenterait donc un mécanisme 
spécifique qui constituerait à lui seul un élément permettant de rendre compte de la 
perte de la mémoire VHC-spécifique observée dans l'infection. 
Les études publiées afin de mettre en lumière des preuves de l'existence d'un 
réservoir viral dans les DC qui perturbe leurs fonctions en tant que sentinelles du 
système inné et sa contribution à un défaut de présentation aux lymphocytes T n'ont 
donné lieu qu'à des résultats controversés. Aux yeux d'un grand nombre de 
chercheurs, le réservoir dans les DC pour le VHC ne représenterait que des sites 
d'accumulation de particules virales par phagocytose plutôt que de véritables sites 
activement ciblés. Les niveaux d'ARN du VHC associé aux DC sont bas, au-dessous 
d'une copie par cellule quand la quantification est rapportée (444). Par ailleurs, aucun 
ARN VHC n'est détecté dans des DC préparées in vitro à partir de monocytes de 
chimpanzés chroniquement infectés, utilisant un essai avec une sensibilité de 2 500 
copies d'ARN virale par 106 Mo-DCs. Toutefois, il est bon d'insister sur le fait que, 
contrairement à l'homme, la persistance d'une infection VHC chez le chimpanzé est 
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moins fréquente et, lorsqu'elle a lieu, celle-ci est associée à des lésions hépatiques de 
moindre sévérité et ne corrèle pas dans l'absolu avec la qualité de la réponse 
adaptative. De façon intéressante, la présence d'ARN génomiques et antigénomiques 
a été détectée parmi les DC directement isolées (sans manipulations in vitro) de 
patients chroniquement infectés. Cependant, le rôle que ce virus cantonné dans les 
DC joue sur les capacités fonctionnelles de ces cellules et le degré de restauration de 
celles-ci dans des cellules ne contenant pas de virus ne sont toujours pas élucidés. 
Aussi, la caractérisation in vivo des réservoirs viraux d'origine DC s'avère encore 
nécessaire aujourd'hui pour une compréhension de la pathogénèse de l'hépatite C 
puisqu'une telle approche devrait donner des indices concernant les mécanismes qui 
sous-tendent l'évolution des réponses inadéquates au niveau des lymphocytes T 
VHC-spécifiques qui sont associés avec l'incapacité de l'hôte à éradiquer l'infection. 
En ce sens, l'objectif de la recherche présentée dans cette thèse, rédigée par article, a 
été d'identifier la présence d'un réservoir VHC extrahépatique chez les DC de type 
myéloïde en circulation dans le sang. L'existence d'un tel réservoir ouvre la voie à un 
modèle de la persistance virale où une infection au sein des DC présentant des 
antigènes du VHC pourrait être l'une des causes de la perte fonctionnelle des 
effecteurs CD4/CD8 VHC-spécifique. L'approche expérimentale retenue dans le 
cadre de cette recherche doctorale a consisté à développer dans un premier temps des 
outils quantitatifs (i.e. PCR en temps réel, cytométrie intracellulaire) qui ont permis 
par la suite de déterminer, à partir d'échantillons sanguins prélevés chez des patients 
chroniquement infectés, qu'il y avait constitution d'un réservoir important au plan· 
immunologique au sein des DC périphériques. Le premier chapitre de cette thèse 
consiste en une revue de la littérature décrivant les principaux acteurs immunitaires 
lors de l'infection au VHC ainsi que les mécanismes d'interférence supposés agir sur 
les fonctions innées des De. Le contenu de ce chapitre s'appuie en partie sur un 
article soumis à la revue Médecine/Sciences sous le titre Les cellules dendritiques, 
acteurs immunitaires ou cibles du virus de l'hépatite C. Les chapitres suivants 
reproduisent deux articles scientifiques qui font état des résultats obtenus au cours de 
cette recherche en ce qui a trait à la caractérisation de l'interaction particulière du 
virus avec les DC circulantes et de la conséquence négative de celui-ci sur leurs 
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fonctions innées ainsi que sur leurs capacités à stimuler une réponse adaptative 
antivirale (notamment en ce qui a trait à la qualité des effecteurs CD8+ cytotoxiques). 
Le premier de ces deux articles a été publié dans la revue Journal of Virology et le 
second, paraissant sous forme de manuscrit, sera soumis à la revue Journal of 
Experimental Medecine. Enfin, le chapitre IV présente les éléments de discussion qui 
permettent de répondre de manière adéquate à la problématique retenue dans le cadre 
de cette recherche. Ces travaux contribuent à une meilleure compréhension des 
mécanismes par lesquels l'immunité innée de l'hôte (au plan des DC) ne réussit pas à 
le défendre contre le VHC et ouvre ainsi la porte à de nouvelles avenues 
thérapeutiques. 
CHAPITRE 1 
REVUE DE LA LITTÉRATURE 
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1. VIRUS DE L'HÉPATITE C: STRUCTURE, MORPHOGÉNÈSE ET CYCLE DE VIE 
Dans les années 1970, les cas d'hépatites post-transfusionnelles (HPT) étaient 
extrêmement répandus. La découverte des virus de l'hépatite B (VHB) en 1968 (468) 
et de l'hépatite A (VHA) en 1973 (162) a abouti à la mise en place de tests de 
détection de ces deux virus responsables de 25% des HPT. Les 75% restant, dont on 
ignorait toujours l'origine étiologique, ont été nommés hépatites non A-non B 
(NANB). Après des tentatives infructueuses, c'est l'obtention d'un ADN 
complémentaire (ADNe), dérivé du génome viral responsable de l'hépatite NANB, 
provenant du sang d'un chimpanzé infecté expérimentalement par le sérum d'un 
patient présentant un titre viral inhabituellement élevé, qui a permis à Choo et ses 
collaborateurs (94) de mettre en évidence pour la première fois, en 1989, le virus de 
l'hépatite C (VHC) (309, 313) et de classer celui-ci au sein de la famille des 
Flaviviridae (genre Hepacivirus). 
L'objectif de la section 1.1 est de décrire brièvement la famille taxonomique à 
laquelle appartient le VHC afin de montrer qu'il existe d'étroites similarités entre les 
cycles de réplication des virus de cette famille, notamment dans l'assemblage des 
particules virales au sein du réticulum endoplasmique (RE). La section 1.2 a pour but 
d'illustrer comment les protéines non-structurales du VHC interagissent entre elles et 
avec certaines composantes de l'hôte afin d'assurer la réplication virale, mais que 
leurs rôles vont également au-delà de la fonction virologique classique (réplication 
virale) en permettant la résistance du virus à l'immunité innée antivirale qui se 
constitue dans une cellule hôte infectée. 
1.1 Bref aperçu du virus 
La famille des Flaviviridae regroupe des VIruS enveloppés dont le génome est 
constitué d'un ARN monocaténaire de polarité positive, long de 9.5 à 12.3 kb, ne 
codant que pour un seul cadre de lecture ouvert flanqué par deux régions non 
codantes (UTR) en 5' et 3'. Trois genres constituent cette famille. Le genre des 
flavivirus qui comprend, entre autre, le virus de la fièvre de dengue (DFV) et le virus 
du Nil occidental (WNV), celui des pestivirus qui inclut le virus de la diarrhée bovine 
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(VDBV), un virus souvent utilisé comme modèle d'étude du VHC et, enfin, le genre 
des hépacivirus qui comprend notamment les six génotypes et plus de 70 sous-types 
du VHC (72,551). Le VHC partage une homologie séquentielle et structurelle avec le 
tlavivirus DFV et les pestivirus (407). 
Le génome de la souche New Guinea-C DFV2 fait 10.7 kb et, contrairement au VHC 
et aux pestivirus, contient une coiffe de type 1 pour l'initiation de la traduction à 
l'extrémité 5' mais sans poly(A) en 3' (84, 250). La région 5'UTR du VHC comporte 
341 nucléotides couvrant quatre domaines riches en structures tiges-boucles (dénotés 
1 à IV), les domaines II, III, IV formant le site interne d'entrée du ribosome (IRES) 
(371,602), structure qui fixe la sous-unité 40S du ribosome et permet ainsi l'initiation 
de la traduction du cadre de lecture unique de 3420-30 acides aminés selon le 
génotype considéré (37, 370, 372, 373). La région 3'UTR comporte une région 
poly(U/C) suivie d'une région conservée de 98 nucléotides repliée en trois tiges-
boucles successives, connue sous le nom de région X (408), qui, au cours de la 
réplication, est nécessaire à l'initiation de la synthèse transcriptionnelle du brin 
d'ARN anti-sens par l'ARN polymérase ARJ~-dépendante. Cette dernière synthétise 
un brin d' ARN de polarité négative à partir du génome qui sert par la suite de matrice 
pour la transcription de nombreux brins d'ARN génomiques qui seront soit 
encapsidés et enveloppés pour devenir les génomes des particules virales néoformées, 
soit serviront de messagers pour la traduction de nouvelles protéines virales (39, 364). 
La région codant les protéines de structure est située en 5' et précède les séquences 
codantes pour les protéines non-structurales (NS) qui assurent les fonctions 
enzymatiques essentielles à la réplication du génome viral. La polyprotéine résultante 
est clivée par des signalases cellulaires (140, 518) et par les protéases du virus (139, 
200) en dix protéines virales dans l'ordre qui suit: NH2 Core-El-E2p7-NS2NS3-
NS4A-NS4B-NS5A-NS5B CO OH (Figure 1) (485). Core est considérée comme la 
protéine formant la nucléocapside et El (gp31) ainsi que E2 (gp70) sont les 
glycoprotéines transmembranaires de type 1 pH-dépendante constituant l'enveloppe 
virale. La gp31 porterait le peptide d'ancrage requis à la fusion de l'enveloppe virale 
avec l'endosome après endocytose (166), alors que la gp70 est impliquée au niveau de 
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la reconnaissance extracellulaire du récepteur et de l'attachement des particules (466). 
Un changement -2/+ 1 dans le cadre de lecture au Il e codon de la Core mène à la 
synthèse de la protéine F (pour frameshift) de 17 kDa dont la demie vie est < 10 
minutes in vitro (650, 651) et pour laquellè aucune fonction essentielle n'a été 
présentement identifiée. Toutefois, la présence d'anticorps anti-F (301) ainsi qu'une 
réponse dirigée contre des épitopes 9-mer (30) suggèrent un rôle probable de cette 
protéine dans le cycle viral. 
Les protéines non-structurales sont clivées par les deux protéases virales, d'une part 
la protéase NS2-NS3 dotée d'une activité autocatalytique en cis permettant le clivage 
NS2-NS3 (198) et d'autre part, la sérine protéase NS3 qui, associée à son cofacteur 
NS4A, assure le clivage de l'ensemble des jonctions situées en aval (413). Ces 
dernières font d'ailleurs l'objet de la section 1.2. L'ARN polymérase NS5B (protéine 
de 68 kDa) ainsi que les autres protéines non-structurales s'associent à des protéines 
cellulaires de l'hôte comme hVAP-33 (180) pour former un complexe de réplication 
(253, 541) qui, en continuité avec la membrane du RE, réside dans des structures 
membranaires péri-nucléaires parfois circonvolutées en association avec des 
gouttelettes lipidiques (6, 148, 150, 194). Ces modifications ultrastructurales où siège 
la réplication virale pourraient être également le site du clivage de la polyprotéine et 
de l'assemblage des virions (Figure 2) (412). 
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Figure 1. Organisation et structure des protéines du VHC. Modifié de Moradpour et 
al. (413). Le génome du VHC est représenté: les structures secondaires des régions 5' 
et 3' non codantes (NCR) ainsi que l'élément réplicatif Gis NS5B-stem loop 3 (5B-
SL3) juxtaposent le cadre de lecture ouvert; cette tige-boucle SB-SL3 (la partie 3.2) 
nécessaire à la réplication (661) s'apparie spécifiquement avec la région 3'X (173). 
La traduction se fait par un mécanisme d'entrée interne du ribosome au niveau de 
l'IRES (1-VI) et produit une polyprotéine précurseur dont la maturation post-
traductionnelle, qui se fait au niveau du réticulum endoplasmique (ER), conduit à la 
libération des protéines virales structurales (capside [core J, El et E2), de la viroporine 
p7 et des protéines non structurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B). Les 
points verts montrent les sites de N-glycosylation sur les enveloppes El et E2 (4 et Il 
sites respectivement; souche H de génotype 1 a, GenBank AF009606). Le losange 
ouvert représente le site de clivage par la signal peptide peptidase (illustré par un 
ciseau) qui a lieu au niveau de la capside; les losanges solides dénotent un site de 
clivage par les signalases du réticulumendoplasmique (ER). Le clivage 
autocatalytique en Gis NS2-NS3 est présenté par la flèche cyclique; les flèches droites 
indiquent les sites de processing en aval par le complexe protéasique NS3/4A. Le 
domaine catalytique de la NS2 est montré sous forme de dimère: l'un des monomère 
en bleu, l'autre en magenta, connecté à la membrane du ER par leur extrémité N-
terminale (voir la section 1.2). Le domaine sérine protéase de la NS3 (bleu pâle) est 
montré associé avec le cofacteur NS4A (en jaune); la triade catalytique (His57 , ASp81 
et Ser139) est illustré par des sphères de couleur magenta. Les domaines hélicase l, II 
et III de la NS3 sont colorés argent, rouge et bleu foncé respectivement. 
5'-NCR 5B-SL3 





Figure 2. Cycle de vie du VHC. Modifié de Moradpour et al. (413). Par analogie avec 
les Flaviviridae, on suppose qu'après l'endocytose (a), les génomes viraux sont 
libérés de leurs enveloppes dans des compartiments acides de type endosomes, puis 
largués dans le cytoplasme où ils vont servir d'ARN messagers pour la synthèse et la 
maturation post-traductionnelle des protéines virales (b-c) ainsi que de matrices pour 
la réplication. L' ARN polymérase dépendante de l' ARN NS5B, associé aux 
structures membranaires et vésiculaires péri-nucléaires, synthétise un brin d'ARN 
négatif à partir du génome (d), qui sert ensuite de matrice pour la synthèse de 
nombreux brins d'ARN positifs qui seront encapsidés et enveloppés pour devenir les 
génomes des particules virales néoformées (e) ou serviront de nouveaux messagers 
pour la synthèse des protéines virales. L'assemblage est probablement déclenché par 
l'interaction entre l' ARN génomique et la protéine de capside, qui aboutit à la 
formation de la nucléocapside par des mécanismes non encore élucidés. Les 
nucléocapsides pourraient ensuite s'envelopper par bourgeonnement à l'intérieur du 








1.1.1 Morphogénèse, enveloppes et assemblage 
Jusqu'à tout dernièrement, l'étude de la morphogenèse du VHC était freinée par le 
fait qu'il n'existait aucun système cellulaire ex vivo capable de propager efficacement 
le virus en culture (358). Toutefois, l'infection d'hépatocytes de chimpanzés et 
l'accès à des biopsies de foies humains infectés a permis d'observer, par microscopie 
électronique et immunomarquage, la présence d'une particule sphérique à symétrie 
icosaédrique de 55-65 nm de diamètre, contenant une nucléocapside interne de 30 nm 
entourée d'une membrane lipidique dérivée du RE qui, contrairement aux flavivirus 
(311, 416), présenterait à sa surface des projections épineuses, les enveloppes virales 
(120,252, 348, 542, 563). Le système JFH-l, qui permet la production de particules 
virales infectieuses en culture cellulaire (VHCcc, (356)) et chez le chimpanzé (357, 
621) à partir d'une souche 2a associée à une hépatite fulminante, a confirmé les 
observations précédentes. À l'exception de l'assemblage des glycoprotéines 
d'enveloppe El et E2, aucune donnée définitive n'est présentement disponible sur 
l'assemblage de la particule virale (surtout l'encapsidation) et le relargage des virions 
de la cellule infectée, et ce malgré l'existence du système VHCcc. Cependant, la 
formation des complexes de glycoprotéines d'enveloppe ayant lieu dans le RE 
comme pour les flavivirus, il est probable que le VHC suit le même schéma qu'eux et 
bourgeonne dans le RE pour suivre ensuite la voie sécrétoire via l'appareil de Golgi 
jusqu'à la membrane plasmique (375). 
Ces connaissances sont exposées en détail dans plusieurs articles récents (138, 438). 
Il a ainsi été montré que les protéines El et E2 étaient dirigées, au cours de leur 
synthèse, vers la lumière du RE. En effet, l'extrémité C-terminale hydrophobe de la 
capside sert de séquence signal au précurseur El-E2-p7-NS2 et déclenche sa 
translocation dans le RE. Ce précurseur est libéré de son peptide signal, et la capside 
est libérée de son extrémité C-terminale ancrée dans la membrane du RE (393), par 
des signal peptidases du RE. Une fois clivées, les protéines El et E2 s'assemblent en 
hétérodimères et leurs domaines TM jouent un rôle important dans cette interaction. 
Les protéines El et E2 sont modifiées par des N-glycosylations au cours de leur 
formation dans le RE. Elles possèdent 4-6 et Il sites potentiels respectivement. Cinq 
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des six sites potentiels sont utilisés sur la protéine El, selon le génotype. Cependant, 
exprimée seule, El n'est qu'incorrectement glycosylée, ce qui suggère la présence 
d'une séquence peptidique en aval nécessaire à sa glycosylation. L'état de 
glycosylation effectif de la protéine E2 n'a pas été élucidé, mais les analyses de 
déglycosylation ont montré que la plupart des sites (11 dénombrés dont 9 très 
conservés) sont certainement utilisés (189). L'état de la glycosylation peut jouer un 
rôle dans la reconnaissance des récepteurs cellulaires, qui restent mal identifiés, tel 
que l'illustre si bien le cas de DFV où l'utilisation différentielle du site de N-
glycosylation Asn1531154 commun à tous les flavivirus explique le tropisme 
cellulaire de ses quatre sérotypes. Aussi, tandis que les enveloppes E des sérotypes 1 
et 3 de DFV sont glycosylées en Asn 67 et 153, celles des types 2 et 4 ne sont 
glycosylées qu'à l'A sn 67. À m.o.i. égales, Navarro-Sanchez et al. (421) observent 
une diminution drastique du pouvoir infectieux de DFV de types 2 et 4 sur des DC 
CD209+ (DC-SIGN). Il semble donc que la glycosylation en Asn 153 soit importante 
pour une haute affinité avec le récepteur CD209 et l'infection de ce type cellulaire. La 
signification de ces résultats pour le tropisme du VHC à l'égard des DC sera discuté 
plus en détail à la section 4. 
En définitive, l'association des protéines structurales avec la membrane du RE, en 
particulier l'orientation des protéines d'enveloppe El et E2 et leur topologie dans la 
bicouche lipidique, suggère un assemblage de la nuc1éocapside à la face cytosolique 
de la membrane du RE suivi du bourgeonnement de la particule dans la lumière du 
RE permettant l'acquisition de l'enveloppe. 
1.1.2 Tropisme cellulaire et récepteur 
Puisque nous avons détaillé les enveloppes EIE2 du VHC, il est pertinent d'aborder 
la question du récepteur d'entrée ainsi que le tropisme (hôte cellulaire de ce virus). Le. 
récepteur spécifique du VHC n'est pas identifié. Plusieurs molécules membranaires 
sont considérées comme des récepteurs putatifs du VHC. Les glycosaminoglycanes 
sont des chaînes polysaccharidiques linéaires et sulfatées présentes dans de nombreux 
tissus et il a été rapporté que le VHC pourrait se fixer aux PBMC par l'intermédiaire 
de celles-ci (103). Le récepteur LDL est présent à la surface de la membrane 
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cellulaire de tous les tissus, surtout dans le foie. Le virus est associé aux LDL dans le 
plasma et le VHC complexé aux LDL peut être endocyté par les récepteurs des 
lipoprotéines (5). La protéine CD8l, de la superfamille des tétraspanines, est 
exprimée à la surface de nombreuses cellules (345). Sur les lymphocytes B, le 
complexe CD19-CD2l-CD8l Leu-13 joue un rôle dans l'activation cellulaire (125, 
160). Sur les lymphocytes T, CD8l s'associe au CD4+ et au CD8+ et déclenche un 
signal de costimulation avec CD3 (616, 645). La glycoprotéine E2 se lie au CD8l 
(502) à la boucle LEL sur une surface de 805 A2 et nécessite la présence de quatre 
résidus conservés (Ile I82, Phe186, Asn184, et Leu162) (137); sur les DC ce récepteur 
putatif est localisé à la membrane plasmique en association avec le complexe majeur 
d'histocompatibilité (CMH)-II (151, 411). Bartosch et al. (34) ont étudié l'entrée du 
virus dans les cellules grâce à des pseudoparticules virales porteuses d'un complexe 
glycoprotéique E1E2 fonctionnel (modèle VHCpp). Ils ont confirmé que l'entrée du 
virus était dépendante du pH, impliquant la voie de l'endocytose. Ces auteurs (35) 
font l'hypothèse que le VHC s'attacherait au CD8l par l'intermédiaire de la 
glycoprotéine d'enveloppe virale E2 et qu'il serait internalisé dans la cellule cible par 
le biais d'une interaction avec SR-BI (Cla-l) (79, 520). 
Hu et al. (243) ont publié des résultats en concordance avec cette ligne de pensée, 
c'est-à-dire que le pouvoir infectieux du VHC nécessiterait la co-expression de El et 
E2, serait pH-dépendant (599) et la molécule CD8l (7, 304) ne serait qu'une sous-
unité d'un complexe de récepteurs cellulaires nécessaires à l'entrée clathrine-
dépendent (Figure 3) (53). En effet, la mutation des acides aminés du LEL connus 
pour empêcher la liaison E2-CD8l réduit sans toutefois abolir l'infectivité du 
système JFH-l comme source de virions infectieux (167). Le SR-BI, co-récepteur 
avec CD8l (665), est exprimé sur les monocytes et les DC myéloïdes (71). 
Cependant, la large distribution de ces récepteurs (exemple CD8l) n'explique pas le 
tropisme restreint du VHC et permet de supposer qu'il existe un ou des récepteurs 
plus spécifiques et que l'interaction avec ces multiples récepteurs non spécifiques 
concentrerait le virus à la surface cellulaire et augmenterait la probabilité de fixation 
aux récepteurs spécifiques, permettant l'internalisation du virus. Ainsi, dans le foie, le 
récepteur aux asialoglycoprotéines (ASGP-R), appelé aussi lectine hépatique (519), 
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présent uniquement sur les hépatocytes, et la protéine de jonction sérée Claudin-1 
(CLDN1), dont l'expression stable dans des cellules non permissives les rend 
sensibles à l'infection par le VHCcc (154), seraient justement des candidats de 
récepteur spécifique. De façon intéressante, CLDN1, fortement exprimée dans le foie, 
est présente sur les DC myéloïdes (490, 574, 673); récemment, CLDN6 et 9 ont été 
rapportés comme étant importants dans le tropisme du VHC pour les PBMC (670). 
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Figure 3. Modèle d'entrée et de fusion du VHC dans une cellule hôte permissive. 
Modifié de Moradpour et al. (413). Une interaction précoce entre la surface des 
glycoprotéines d'enveloppe et les glycosaminoglycanes (GAG) situés à la surface des 
cellules cibles pourrait être impliquée dans la reconnaissance et la concentration du 
virus à la surface cellulaire (1) de tel sorte à augmenter la probabilité de fixation à la 
(ou les) molécule(s) réceptrice(s) responsable(s) de la fixation et de l'internalisation 
du VHC. Les virions infectieux pourraient également se fixer spécifiquement au 
récepteur des LDL (LDLR), sans doute par le biais de leur interaction de surface avec 
les VLDL et les LDL, et cette fixation serait associée à une internalisation des 
particules virales par plusieurs molécules formant le complexe récepteur (2-3): CD8l, 
SR-BI et Claudin-l (CLDNl). L'entrée du virus serait méditée par un mécanisme 
d'endocytose c1athrine-dépendent (4, (53)), suivi d'une étape de fusion avec un 
compartiment endosomal intracellulaire acide (pH <5) (5a, (599)) qui permet le 




1.2 Structure/fonction de la NS2 et NS3/4A protéase 
La protéine NS2, de 23 kDa, est la première protéine non structurale du génome. Elle 
est ancrée dans la membrane du RE, ses extrémités NH2 et COOH étant dans la 
lumière. Son rôle principal est de cliver la jonction NS2/NS3 en association avec NS3 
lors des modifications post-traductionnelles de la polyprotéine. En effet, le clivage 
autocatalytique 2/3 a lieu entre les acides aminés 898 et 1207 et implique un 
mécanisme zinc dépendant ainsi que la formation d'un homodimère (comportant 
deux sites actifs) entre deux polyprotéines (368). Pour chaque site actif, les résidus 
catalytiques histidine et glutamate sont apportés par l'extrémité C-terminale d'un 
monomère, alors que la cystéine nUcléophile est portée par l'extrémité C-terminale du 
second. Une grande proximité entre les extrémités C-terminales des deux monomères 
est donc nécessaire pour que la protéase soit active. Après clivage, les extrémités C-
terminales du dimère s'éloignent, ce qui implique que l'activité protéase est perdue 
après le clivage de la jonction NS2/N"S3. On ne sait pas à l'heure actuelle si le zinc 
joue un rôle catalytique ou structural dans ce processus. Néanmoins, un site de liaison 
au zinc a été identifié dans la région de NS3 impliquée dans cette activité protéase et 
des analyses cristallographiques et biochimiques ont suggéré que le zinc était 
essentiel pour l'intégrité de la structure protéique de NS3 et donc pour son activité 
sérine/protéase (119). 
La NS3 est une protéine d'approximativement 70 kDa. Sa partie N-terminale (1/3 de 
la protéine) est impliquée dans le processus d'autoprotéolyse NS2/NS3 mais aussi 
dans le clivage en trans de toutes les autres protéines non-structurales: c'est sa 
fonction sérine protéase. Elle est efficace uniquement en présence de NS4A qui joue 
le rôle de cofacteur (607, 646). Cette dernière interagit avec l'extrémité N-terminale 
de NS3 pour former une structure hétérodimérique stable et fonctionnelle (155, 576). 
Le domaine protéase est conformé comme un site actif de type chymotrypsine, avec 
deux feuillets ~ à l'interface desquels sont situés les résidus classiques du site actif 
des protéases à sérine (His, Asp, Ser) (130). La poche du site actif de la protéase, 
particulièrement peu profonde, nécessite des substrats présentant une grande surface 
d'interaction. Cette caractéristique (381) a compliqué la mise au point d'inhibiteurs 
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spécifique de 1'activité protéasique (exemple BILN 2061, (319)), mais expliquerait 
pourquoi NS3 possède une telle variété de substrats. En effet, en plus du clivage des 
jonctions entre les protéines virales de NS3 à NS5B, la protéase clive au moins deux 
composants cellulaires appartenant à la voie de signalisation détectant l' ARN double 
brin: TRIF (164) et Cardif/IPS-l/MA VSNISA (92) (voir section 1.2.1). Les deux-
tiers C-terminal restant ont un rôle nucléoside triphosphatase (NTPase )/hélicase, 
essentiel à la réplication virale (576). L'activité NTPase est augmentée lors de la 
fixation de NS3 sur une région poly(U) de la portion 3' noncodante de l' ARN 
génomique. Tel qu'abordé, il existerait une dernière fonction de NS3/4A qui 
consisterait à interagir directement avec certaines protéines cellulaires de l'hôte pour 
assurer une résistance contre les voies antivirales innées. 
1.2.1 Au-delà de la fonction virologique des protéases: mécanisme d'interférence 
avec les voies de l'immunité innée antivirale 
Les protéines non-structurales du VHC interagissent entre elles et avec certaines 
composantes de l'hôte afin d'assurer la réplication virale et la résistance du virus à 
l'immunité antivirale. Une étude suggère que le domaine protéasique de NS3 peut 
interférer avec la présentation antigénique VIa le complexe majeur 
d'histocompatibilité de classe 1 (CMH-I) en interagissant avec la protéine LMP7 qui 
est une composante du protéasome, ce qui pourrait rendre ce virus indétectable à la 
surveillance par le système immunitaire (291). Par ailleurs, d'autres études récentes 
ont rapporté que la NS3 pouvait lier et séquestrer la protéine kinase TBKl (442), 
ainsi que dégrader les adapteurs signalétiques TRIF (347) et IPS-l (283, 349, 354, 
367, 403), inhibant de la sorte l'activation du facteur de transcription IRF3 (169). 
Cette activité protéolytique est très sensible au BILN 2061 (Cilepruvir) qui restaure 
complètement la fonction antivirale d'IRF3 dans des hépatocytes infectés avec le 
VHCcc après seulement 24 heures de traitement (263). IRF3 est un régulateur-clé de 
la production d'IFN de type 1 via la voie de signalisation médiée par l'hélicase 
cytoplasmique RIG-I (168, 660) et le TLR3 qui sont des récepteurs impliqués dans 
l'immunité innée en fixant l'ARN viral (le TLR3 est décrit en plus amples détails à la 
section 3.1). Cette liaison active le facteur IRF3 et, ultérieurement, toute la cascade 
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de signalisation induisant la production des interférons, incluant l'IFN-~ qui est l'un 
des principaux agents antiviraux de l'immunité innée contre le VHC (Figure 4). 
Les interférons circonscrivent et limitent la dissémination de l'infection au VHC en 
activant au sein de la cellule hôte la synthèse de protéines possédant des propriétés 
antivirales capables d'agir à différentes étapes du cycle de multiplication virale (533). 
Parmi celles-ci, les 2',5'-oligoadénylate synthétases (OAS) associées à 
l'endoribonucléasé: RNAse L sont des composantes du système OAS-l b/RNAse L 
qui, régulé par les interférons, provoque une dégradation des ARN, notamment 
viraux, et participe donc aux défenses antivirales innées. D'ailleurs, Han et al. (215) 
montrent que la RNAse L intervient dans la résistance précoce de la cellule hôte au 
VHC; elle s'attaque en effet aux brins positifs, donc codants du virus. Par ailleurs, la 
sensibilité face à l'action de la RNAse L dépend de la présence et du nombre de sites 
spécifiques de clivage reconnus par cette enzyme dans le génome du VHC et peut 
ainsi varier selon le génotype viral (216, 624). De plus, la RNAse L aurait également 
un rôle d'amplificatrice de l'activation de RIG-I (378). Pedersen et al. (450) ont 
montré que l'IFN-~ est capable de réguler spécifiquement à la baisse l'expression de 
miR-122, un micro-ARN très exprimé dans le foie qui facilite la réplication du VHC 
selon un mécanisme encore inconnu (267). Le génome du VHC contient des régions 
d'ARN bicaténaires, telles que les régions 5'UTR et 3'UTR qui peuvent déclencher 
l'induction de l'IFN-~ dès leur introduction et réplication dans la cellule hôte (569); 
d'où la nécessité pour le virus d'inhiber ces voies afin de favoriser sa propagation (50, 
178). 
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Figure 4. Protéase NS3/4A: antagoniste des voies de l'immunité innée antivirale. 
Adapté de Honda et al. (236). Au cours d'une infection virale, l'induction des 
interférons par les ARN bicaténaires (dsRNA) est déclenchée soit par interaction de 
ces acides nucléiques avec la partie extracytoplasmique du récepteur TLR3 (sous sa 
forme dimérique) dans les endosomes, soit à la suite de l'intrusion virale dans le 
cytoplasme, par interaction avec des ARN hélicases spécifiques, telles que RIG-I. 
Dans les deux cas, il y a activation des kinases IKKa~y et TBKl/IKKE, ce qui 
provoque l'activation et la migration vers le noyau des facteurs de transcription NF-
KB et IRF3, respectivement, et l'induction de l'IFN-~ (phase précoce); IRF7 sert lors 
de la phase tardive (non montré) (9). En ce qui concerne l'activation par la voie 
TLR3, il Y a recrutement de l'adaptateur TRIF par la partie intracytoplasmique TIR du 
TLR3 (panneau inséré). Du point de vue de l'activation de la voie RIG-I (inactive en 
1), la liaison du domaine ARN hélicase de RIG-I avec les dsRNA provoque un 
changement dans sa conformation (1 vers 2) qui permet à son domaine N-terminal 
CARD de s'associer avec son adapteur récemment identifiée: IPS-l, localisé à la 
membrane mitochondriale. IPS-l est responsable du recrutement des kinases et de 
l'activation en aval des facteurs de transcription NF-KB et IRF3. Le génome du VHC 
contient des régions dsRNA (5'UTR et 3'UTR) qui peuvent déclencher l'induction de 
l'IFN-~ dès leur introduction dans la cellule hôte; cependant, le VHC par l'action de 
sa sérine protéase NS3/4A peut cliver à la fois l'adaptateur TRIF et l'adaptateur IPS-l 














2. PRINCIPAUX ACTEURS IMMUNITAIRES LORS DE L'INFECTION AU VIRUS DE 
L'HÉPATITE C 
L'infection au VHC se caractérise dans la grande majorité des cas par une forme 
persistante qui mène progressivement chez environ 20% des porteurs virémiques à 
l'émergence de complications tels la fibrose et une insuffisance hépatique (129, 238). 
Étant donné que l'infection aiguë au VHC est médicalement non apparente dans la 
plupart des cas, les corrélats immunologiques susceptibles de déterminer le 
rétablissement n'ont été que très peu définis par la littérature récente. De fait, la 
comparaison détaillée des réponses humorales et cellulaires a été entravée par le fait 
que les cohortes de patients humains VHC-séropositifs sont habituellement 
hétérogènes et que les données cliniques concernant un suivi à long terme des 
paramètres immunitaires dès la phase aiguë de l'infection ne sont que rarement 
disponibles en raison de son diagnostic difficile; ~80% des cas aiguës sont 
asymptomatiques (440). Néanmoins, on pense que la réponse immunitaire acquise à 
médiation cellulaire, qui fait appel entre autre aux lymphocytes cytotoxiques CD8+ 
(CTL), contribue à l'élimination des cellules infectées et mène au contrôle de la 
virémie lors d'hépatite C aiguë (297, 321,410,445). 
La persistance de l'hépatite C peut dépendre de nombreux facteurs, soit d'ordre viral 
(virémie élevée, hétérogénéité génétique de la population virale, apparition de 
mutants d'échappement (620), existence de réservoirs extrahépatiques), soit d'ordre 
génétique tels le récepteur KIR2DL3 sur les NK (289) et les allèles HLA-C des 
groupe 1 et 2 qui influencent directement la capacité de l'hôte à résoudre l'infection 
(156, 592). En outre, il existe une convergence d'arguments en faveur d'un rôle 
qualitatif des réponses immunitaires et il est vraisemblable que différents mécanismes 
s'intriquent pour aboutir à l'échec de l'immunité anti-VHC (149,196,251,474,547, 
597, 637). La section 1.2.1 a fait état des récents mécanismes d'interférence décrits 
pour le VHC afin de contrer l'immunité innée qui s'opère dans une cellule infectée 
afin de neutraliser la dissémination du virus à d'autres foyers cellulaires (178). Dans 
la présente section, nous décrivons les déterminants de l'immunité adaptative liés à 
l'éradication des réservoirs et à la virémie circulante tout en illustrant en quoi cette 
composante du système immunitaire de l 'hôte détient un rôle fondamental dans 
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l'histoire naturelle de la pathogénèse virale liée au VHC (142). La persistance semble 
en fait due à l'impuissance de cette réponse antivirale à médiation cellulaire (B et T) à 
endiguer la progression de la virémie et à éradiquer les réservoirs de cellules 
infectées. Plus particulièrement, nous ferons ressortir le fait que la réplication 
continue du VHC en présence deCTL CD8+ et d'anticorps spécifiques à des 
antigènes viraux, alors que la réponse CD4+ TH 1 (IL-2+IFN-l) est indétectable, tend 
à démontrer que les CTL, seuls avec la réponse humorale, sont incapables d'enrayer 
l'infection dans la majorité des cas. 
2.1 Réponse humorale et protection que confèrent les cellules B 
Durant la phase aiguë de cette infection, une immunité humorale vis-à-vis du VHC 
est détectée par les tests immunoenzymatiques, mettant en évidence une production 
d'anticorps spécifiques dirigés à la fois contre les épi topes des protéines structurales 
et non structurales du virus (16, 281). De nombreux arguments plaident en faveur 
d'un effet neutralisant de certains anticorps au cours de l'infection virale (667). Des 
expériences de neutralisation ont été tentées chez le chimpanzé Pan troglodytes (seul 
modèle animal existant où l'infection suit une progression analogue à celle observée 
chez l'être humain) avec des sérums hyperimmuns de lapin obtenus par immunisation 
contre un peptide synthétique dérivé de la région hypervariable 1 (HVR1) de la 
protéine E2 à la recherche d'une capacité protectrice (158, 159, 302, 303). Les 
anticorps de patients atteints d'hépatite C aiguë ou chronique contiennent des 
anticorps capables d'inhiber la fixation des protéines d'enveloppe E2 du virus à des 
lignées cellulaires in vitro (286, 363), en particulier des lignées d'origine 
hépatocytaire. D'autres cibles des réponses anticorps existent sur le génome viral, 
mais le rôle de ces réponses dans la protection contre l'infection est mal connu et leur 
valeur protectrice reste discutable (247). 
La production d'anticorps neutralisants permet à l'hôte infecté de contrôler et 
d'éliminer de nombreuses infections virales. Cependant, à ce jour aucune différence 
qualitative ou quantitative des réponses humorales n'a été impliquée dans la guérison 
ou la persistance du VHC après un épisode aiguë (318,469, 566). Après la guérison, 
la réponse humorale dirigée contre les protéines d'enveloppes peut disparaître alors 
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qu'en revanche la réponse lymphocytaire T dirigée contre les protéines non-
structurales demeure détectable chez l'être humain neuffois sur dix (581). Cette 
réponse est fonctionnelle puisqu'elle permet de prévenir la réinfection expérimentale 
chez le primate (36). En effet, les travaux de Farci et ses collègues (157) ont 
démontré, chez des chimpanzés convalescents, l'inefficacité de la réponse humorale à 
protéger contre une recrudescence de la virémie suite à une réinfection avec des 
isolats VHC homologues (377, 497). À l'opposé, ces anticorps anti-VHC seraient 
impliqués dans les manifestations extrahépatiques de l'hépatite C chronique. Ainsi, 
celle-ci est fréquemment associée à une cryoglobulinémie de type II ou III (4, 320, 
526). En résumé, la réponse humorale spécifique du VHC, bien qu'associée à un 
certain pouvoir neutralisant, n'est pas suffisante pour protéger contre une réinfection 
ou éviter la dissémination du virus au cours de l'infection aiguë; d'autant que 
l'infection se transmet de préférence de cellule-à-cellule évitant ainsi le milieu 
extracellulaire (596). Elle peut toutefois être abondante et aboutir à la formation de 
complexes immuns à l'origine des pathologies associées à une cryoglobulinémie de 
type II ou III. 
2.2 Mémoire CDS+ requise pour une protection efficace contre une infection 
VHC persistante 
La mémorisation immunitaire se définit par la capacité d'un hôte à garder une 
mémoire moléculaire de la réponse immunologique du système adaptatif par rapport 
à une agression antérieure donnée et à utiliser cette prédisposition afin de répondre 
plus rapidement à une agression récidiviste. De ce fait, une rencontre ultérieure avec 
le même antigène entraîne une réponse beaucoup plus rapide car la fréquence des 
précurseurs T est plus importante qu'au cours de la réponse primaire. Lors d'une 
infection par le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV), cette fréquence 
passe ainsi de 1 à 2 xlO-5 cellules naïves (CD27+45RO-62L+CCR7+) (54) à 1/1000 ou 
1/100 dans la population CD8+ mémoire (334, 417). Cette fréquence élevée persiste à 
long terme chez 1 'hôte (214); ainsi, 22 mois après une infection par le virus de 
Sendai, la fréquence en CD8+ spécifiques est égale à celle observée trois mois après 
l'infection (241). 
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La numération des tétramères VHC-spécifique pour un épitope donné (par exemple, 
NS3 1359), bien que significativement augmentée chez la plupart des patients non-
répondants, demeure à des fréquences modestes n'excédant pas au mieux 0.2% de la 
population CD8+ totale (556); c'est loin des 1-2% de CD8+ anti-NS3 1073 spécifiques 
lors de la clairance de ce virus dans les cas d'infections aiguës résolutives (337). Cela 
conforte l'idée que l'hôte n'atteint pas, dans la majorité des patients chroniquement 
infectés avec le VHC, le seuil quantitatif de CTL VHC tétramère + nécessaire pour 
induire une clairance virale efficace lors de la phase aiguë (553). Toutefois, la seule 
présence d'un grand nombres de cellules T activées capables de reconnaître 
spécifiquement les antigènes d'un virus (385) s'avère insuffisante pour entraîner un 
contrôle de l'infection. Les cellules T doivent être dans l'état idéal d'activation et de 
différenciation pour médier des effets antiviraux de longue durée. Ce point de vue est 
souvent mal apprécié; l'augmentation de fréquence doit s'accompagner de 
modifications qualitatives intrinsèques qui contribuent à la plus grande efficacité de 
la réponse mémoire (31, 83, 287, 451, 465). Étonnamment, les effecteurs CD8+ 
tardifs (très haute cytotoxicité antivirale) sont presque 100 fois moins efficaces pour 
induire une résolution d'une infection in vivo sur une base cellulaire comparativement 
aux cellules CD8+ mémoires moins différenciées (493,494, 634). 
Les cellules T mémoires moins différenciées (CD27+45RO+62L+CCR7+) ont un haut 
potentiel prolifératif in vivo, sont moins enclines à mourir par apoptose que les 
cellules plus différenciées (CD2T45RO-62L-CCRT), et ont une plus haute capacité 
à répondre aux cytokines yc homéostatiques parce qu'elles expriment des récepteurs 
tels que la chaîne a, du récepteur de l'IL-7 (CD127) (523). L'expansion in vivo des 
lymphocytes dans le cadre d'infection persistante incite à la différenciation 
progressive des cellules CD8+ T vers un état d'effecteur très avancé (tardif), 
aboutissant à des changements phénotypiques et fonctionnels qui font de ces CD8+ 
des cellules moins aptes à profiter des éléments activants présents chez l'hôte pour 
générer une mémoire immunologique capable d'assurer le maintien d'une réponse 
antivirale efficace in vivo (293, 296, 510). Dans cette sous-section, il serabrièvement 
question des acquisitions récentes dans ce domaine, en insistant· sur notre 
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compréhension actuelle de la différenciation de la mémoire en cas d'infection 
persistent et du rôle de cette mémoire CD8+ dans l'infection VHC. 
2.2.1 Développement de la mémoire lors d'une infection virale 
La séparation asymétrique des cellules filles dès la première division cellulaire pour 
les lymphocytes T a été observée par Chang et al. (87): une cellule fille adopte un 
sort mémoire et l'autre celui d'effecteur, suggérant que le lignage entièrement 
mémoire pourrait être fixé aussi tôt que la première division au sein de la population 
virus-spécifique activée. Lefrançois et Marzo (341) ont avancé l'idée qu'une minorité 
de cellules T activées quelques jours après l'insulte constituent des mémoires 
préformées (CDI27hi), c'est-à-dire qu'elles auraient sauté l'étape d'effecteur (298), 
possédant déjà tous les traits caractéristiques de la mémoire qui se forme après 
contraction et ce des semaines plus tard. Toutefois, les cellules CD127hi ont une 
fonction effectrice complète, expriment les molécules cytotoxiques (par exemple, 
granzyme B et IFN-y) et sont similaires à leurs homologues CD12io puisqu'elles ont 
une capacité proliférative relativement basse comparativement à la mémoire (244, 
245, 272); elles ont, cependant, une capacité augmentée à devenir des cellules 
mémoires capables de s'auto-renouveler en comparaison aux CD12io. Plusieurs 
études subséquentes avec des modèles infectieux ont soutenu l'idée que la fraction 
des CD8+ effecteurs CD127hi contiennent des cellules effectrices précurseurs à 
potentiel mémoire (MPEC) bien que dans quelque cas (par exemple, en faibles 
conditions inflammatoires), ce ne sont pas toutes les CD127hi qui sont destinées à 
peupler le réservoir mémoire (76, 217, 572). En outre, le réservoir d'effecteurs est 
hétérogène et contient beaucoup de cellules effectrices de courte durée (SLEC, cellule 
terminalement différenciée) qui mourront après l'infection, et une plus petite fraction 
de MPEC. 
Le modèle de la différenciation progressive avec une composante instructive (sort 
cellulaire) (273) propose que les MPEC ne sont pas des cellules mémoires préformées 
comme suggéré par de précédents modèles (380), mais des cellules qui possèdent 
plutôt les caractéristiques des effecteurs CD8+ et qui exigent une différenciation 
additive pour développer les propriétés quintessentielles reconnues aux cellules 
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mémoire (potentiel prolifératif élevé et capacité de s'auto-renouveler). En fait, les 
MPEC maintiennent leur plasticité de telle sorte qu'elles peuvent se développer en 
SLEC si des signaux stimulateurs forts sont produits (c'est-à-dire en cas de 
persistance d'antigène et/ou d'inflammation). La base de la décision du sort cellulaire 
d'une CD8+ activée est donc l'importance de la force globale du signal qui inclut les 
effets combinés de l'antigène, des molécules costimulatoires et de l'inflammation 
(signaux l, 2 et 3 respectivement). De fort signaux entraînent nécessairement une 
plus grande expansion clonale, mais favorisent également la différenciation en 
effecteurs terminalement différenciés (SLEC). Le potentiel mémoire des CD8+ est 
inversement relié à l'expression de T-bet qui s'avère être le facteur de transcription 
clé de la différenciation en effecteur CTL: les SLEC contiennent de plus hautes 
quantités de T -bet que les MPEC, et sa surexpression dans des effecteurs CD8+ 
MPEC induit un destin SLEC (269). L'expression de T -bet est régulée par des 
cytokines inflammatoires (IL-12) qui influencent négativement le rapport 
MPEC/SLEC (86, 248). Takemoto et al. (584) montrent clairement que l'IL-12 n'est 
pas simplement qu'un régulateur négatif de la formation de la mémoire Eomes-
commandé (249), mais qu'elle module à la fois l'expansion et la contraction de 
l'explosion clonale: une diminution de l'expansion des CD8+ gp33-spécifiques lors 
d'une listériose ainsi que l'émergence d'un défaut dans la phase de contraction avec 
une plus haute proportion de cellules mémoires de qualité médiocre (éventuellement 
épuisées) ont été observées chez des souris IL-12 -1-. 
En somme, selon la force et la qualité du signal de départ, soit un destin MPEC 
(CDI27hiKIRLGl 1oCD62L+) ou SLEC (CDI2ioKIRLGl hi CD62L1o/l sera adopté tôt 
après l'activation (Figure 5). Les MPEC acquièrent les fonctions associées aux 
effecteurs, mais restent multipotentes (c'est -à-dire qu'elles ont le potentiel de devenir 
soit mémoire ou SLEC). Les MPEC survivent à la phase de contraction (où seulement 
5-20% des cellules sont préservées (28)) et engendrent des cellules TEM 
transitionnelles qui progressivement se convertissent en cellules T mémoires 
centrales (TCM) durables. La plupart des SLEC meurent, mais quelques-unes 
persistent avec une durée de vie limitée en tant qu'étape cellule mémoire effectrice 
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(TEM) tenninalement différenciée; cependant, ces SLEC mémoires ne se 
renouvellent pas automatiquement par elles-mêmes et ne subissent pas de conversion 
en TCM. 
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Figure 5. Différenciation de la mémoire lors d'infections virales. L'infection aiguë 
primaire produit SLEC (jaune pâle) et MPEC (gris), selon la force du signal 
inflammatoire; la majorité des SLEC meurent, mais quelques-unes persistent pour des 
intervalles finis en tant que TEM (vert). En contraste, les MPEC survivent et se 
différencient progressivement de cellules TEM transitoires (blanc) à TCM protectrice 
(bleu foncé). Les TCM se maintiennent indéfiniment en présence des cytokines 
homéostatiques appropriées (auto-renouvellement) et auraient la capacité de se 
différencier en TEM lors d'une restimulation antigénique. Lors d'infections 
chroniques, où les cellules T sont exposées continuellement à une stimulation 
prolongée (par exemple, LCMV, VIH, VHC), les CD8+ subiront une différenciation 
altérée par rapport au scénario précédemment décrit; devenant des TEM 
terminalement différenciées qui sont fonctionnellement épuisées (rouge). Seulement 
une sous-population de TEM dans l'infection chronique démontre une prolifération 
extensive qui maintient les nombres stables; au lieu de la prolifération homéostatique 
lente et régulière caractéristique de la mémoire, celle-ci est dépendante de la présence 
d'antigènes. 
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Les caractéristiques des populations mémoires CD8+ 
Tel qu'évoqué ci-haut, les populations mémoires sont hétérogènes tant en terme de 
phénotype que de fonction (récapitulé dans le tableau 1). La différenciation des CD8+ 
naïfs après reconnaissance de l'antigène chez l'être humain s'accompagne tout 
d'abord d'un changement d'isoforme de CD45RA vers CD45RO, suivi d'une perte 
séquentielle de l'expression de CCR7 et CD27 (21). Les TCM expriment CD45RO, 
CCR7 et CD27. Elles sont appelées TCM car elles peuvent répondre aux chémokines 
CCL19 etCCL21, leur permettant ainsi de migrer vers les ganglions lymphatiques 
(LN) (510). Il est possible de distinguer deux sous-populations de TEM selon 
l'expression ou non du couple CD27/CD45RO. Les cellules effectrices n'expriment 
plus CCR7, ni CD27, mais continuent d'exprimer CD45RO alors que les effecteurs 
dites en différenciation terminale réacquièrent CD45RA (SLEC), perdant ainsi 
l'isoforme RO (85). Elles expriment d'autres récepteurs aux chémokines et certaines 
molécules d'adhésion qui leur permettent de migrer vers les différents tissus 
périphériques non lymphoïdes. Les TEM auraient un rôle de réponse immédiate du 
fait de leurs capacités effectrices et de leur localisation périphérique, proche des sites 
d'entrée des agents pathogènes (les poumons, le foie ou la lamina propria intestinale) 
(25, 384, 386, 432). Au contraire, les TCM ont de faibles capacités effectrices 
immédiates mais une forte capacité proliférative à la fois homéostatique (auto-
renouvellement) et antigène-induite. Ces caractéristiques, jointes au fait que les TEM 
ne persistent pas (383), permettent de proposer qu'elles forment l'origine de la 
mémoire à long terme capable de soutenir, après restimulation avec l'antigène, des 
réponses effectrices en générant les TEM (182, 245). 
Des évidences s'accumulent qui montrent que les TCM corrèlent plus favorablement 
avec des réponses protectrices dirigées contre diverses infections chroniques (14, 436, 
531, 613). En fait, les CD8+ virus-spécifiques qui sont engendrées par des infections 
chroniques demeurent, à des degrés divers, phénotypiquement CD62L1oCCR?'o, et ne 
se développent que rarement en TCM (545, 630). Ces CD8+ ont également une 
capacité proliférative réduite, expriment de faibles quantités de récepteurs pour l'IL-7 
et l'IL-15, et sont incapables de répondre efficacement à ces cytokines 
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homéostatiques; le maintien à long terme des CD8+ virus-spécifiques lors d'une 
infection chronique dépend plutôt d'épisodes périodiques de division cellulaire en 
raison de la persistance de l'antigène (544, 631). En plus de ces altérations dans le 
programme de différenciation de la mémoire, les CD8+ virus-spécifiques en infection 
chronique deviennent épuisées et perdent leurs fonctions effectrices (632, 633) 
(récapitulées dans le tableau 2 pour le VHC). 
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Tableau 2. Caractéristiques des CD8+ VHC-spécifiques épuisées. 
Phénotype 
Fonction(s) 
2.2.2 Réponse lymphocytaire CD8+ cytotoxique anti- VHC 
Une réponse lymphocytaire T CD8+ cytotoxique VHC-spécifique restreinte par le 
CMH-I est présente dans le foie et les cellules mononuc1ées du sang périphérique 
(PBMC) des patients atteints d'hépatite C (647). La résolution de l'infection primaire 
au VHC est temporellement associée avec une réponse CTL diverse et durable, 
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laquelle contribue chez le chimpanzé, et probablement chez l'être humain, à la 
résolution rapide des réinfections (396, 548, 627, 628). Il est clairement montré qu'au 
cours de l'hépatite C aiguë, le nombre de clones lymphocytaires T CD8+ spécifiques 
au VHC produisant de l'IFN-y présent dans le sang périphérique est corrélé avec 
l'éradication du VHC six mois après le début de l'infection (206). Au cours de 
l'hépatite chronique, les CTL spécifiques du VHC sont également détectables dans 
l'infiltrat cellulaire hépatique où ils sont pour certains chercheurs plus abondants que 
dans le sang périphérique (307). Des études quantitatives de la réponse T antigène-
spécifique fondées sur des mesures de fluorescence des interactions tétramériques 
HLAlpeptides du VHC réalisées au cours de l'infection chronique ont montré que la 
réponse CTL spécifique, bien que régulièrement détectée au niveau du foie (222), 
était souvent plus faible en intensité (33) que la réactivité mémoire vis-à-vis d'autres 
virus comme ceux de l'influenza A, du cytomégalovirus ou du virus d'Epstein-Barr 
(486,487). 
Une corrélation inverse entre l'intensité de la réponse cytotoxique et la charge virale a 
été montrée (488), suggérant que la réplication du VHC est contrôlable par les CTL 
(153), mais que ce contrôle n'est le plus souvent que partiel dans la majorité des cas 
(228, 336, 424). Il a donc été avancé que la diversité épitopique de la réponse CTL 
spécifique du VHC est plus grande chez les patients ayant une hépatite aiguë virale C 
guérissant spontanément que chez ceux développant une hépatite chronique (88, 106, 
556). Lechner et al. (338) confirment que la réponse CD8+ est forte chez les 
personnes qui guérissent alors qu'elle est très faible, voire indétectable, chez les 
patients chroniquement infectés. L'action des CTL sur l'élimination de la virémie 
pourrait être le résultat de la lyse des cellules infectées par l'axe granzyme-perforine 
(221) et/ou l'action de certaines cytokines, telles que l'IFN-y (172, 323, 590), capables 
d'inhiber la réplication intracellulaire des virus hépatotropiques (210). 
Thimme et al. (591) ont publié des résultats qui suggèrent que la réplication du VHC 
est contrôlée de façon précoce par des CD8+ agissant par un mécanisme non-
cytolytique. Ainsi, un sujet étudié au moment très précoce de son infection et qui 
élimina la virémie a présenté un épisode d'hépatite aiguë prolongé coïncidant avec 
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l'apparition de lymphocytes CD8+CD38+ IFN-y- anti-VHC et une diminution légère 
de la charge virale. À la suite de l'apparition d'une forte réponse CD4+, ces 
lymphocytes CD8+ ont perdu le marqueur CD38 et acquis la capacité de produire de 
l'IFN-y en réponse au VHC. L'émergence de CD8+CD38- IFN-y+ est associée avec 
une diminution rapide de la virémie circulante (5 IOglO) sans reprise de la maladie 
hépatique. Pour les autres patients à l'étude, l'infection est devenue chronique chez 
les sujets qui ne développèrent aucune réponse cellulaire T et chez ceux pour qui la 
réponse CD4+, initialement forte, a disparu. 
L'ensemble de ces travaux montre que la rapidité de réplication permet probablement 
au VHC de devancer la réponse CTL et de persister. Une haute charge virale VHC 
pourrait mener à l'épuisement des cellules T virus-spécifiques (179, 443). Le début 
de l'hépatite coïncide avec le début de la réponse CTL. Néanmoins, l'élimination du 
virus pourrait être médiée par une population de CD8+ contrôlant la réplication du 
VHC par des mécanismes cytolytiques et non-cytolytiques (335), mais dont la 
fonction dépend d'une réponse CD4+ efficace (609). Puisque le VHC infecte 
principalement les hépatocytes, les CD8+ VHC-spécifiques ne seraient 
qu'insuffisamment générés en premier lieu, peut-être en raison d'une activation 
déficiente au niveau des· cellules T naïves (44, 45, 353) ou d'une aide CD4+ 
insuffisante une fois les cellules T VHC-spécifiques naïves activées (61, 314, 635). 
En effet, les travaux de Wedemeyer et al. (625) ont permis de constater que les CD8+ 
spécifiques du VHC, bien que présents chez les cas virémiques, ne proliféraient guère 
à la suite de la reconnaissance de leurs déterminants antigéniques par le TCR, 
contrairement à la cohorte avirémique sous étude. Ces auteurs ont corrélé ces 
anomalies (207, 337, 612) avec la diminution de la réponse IFN-y+ ex vivo des CD4+ 
en Elispot, sans pour autant qu'il s'agisse d'une permutation classique d'une réponse 
TH 1 vers T H2 puisque la sécrétion d'IL-5 n'était pas plus élevée. En conclusion, les 
preuves d'une immunité CTL spécifique antivirale sont nombreuses tant au niveau 
périphérique qu'au niveau hépatique. Toutefois, la persistance virale malgré la 
présence de cette réponse CTL pourrait s'expliquer par un déficit fonctionnel de cette 
réponse en lien avec une limitation de la reconnaissance antigénique du virus par les 
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lymphocytes CD4+ (98, 118, 185, 260, 672) qUI mène ces CD8+ à l'épuisement 
fonctionnel, tel que décrit à la section suivante. 
La voie de rétrocontrôle PD-lIPD-L 1: mécanisme du maintien de la chronicité 
Des cellules effectrices fonctionnelles sont bien initialement produites dans la phase 
aiguë de l'infection au VHC, mais généralement leurs activités lytiques et 
prolifératives se dégradent progressivement (épuisement fonctionnel). De récents 
travaux sur diverses infections chroniques ont pu noter une augmentation très forte de 
la quantité en surface du récepteur Programmed Death 1 (PD-lIPdcdJ; CD279) chez 
les CD8+ virus-spécifiques "épuisés" et sénescents (537). Tel qu'il fut montré pour 
l'infection chronique par la souche 13 du LCMV chez la souris (32, 68, 415), Urbani 
et al. (610) ont noté que cette indolence apparaissant après la phase aiguë d'une 
infection persistante au VHC est corrélée avec une surexpression du récepteur PD-l à 
la surface des CD8+ mémoires VHC-spécifique épuisés, alors que ce récepteur 
disparaît dans les cas d'infections aiguës résolutives (Smyk-Pearson 2007). PD-l 
(CD279), glycoprotéine transmembranaire de type 1 de 50-55 kDa, est composé d'un 
seul domaine extracellulaire IgV qui partage 21 à 33% d'identité avec les molécules 
costimulatoires CTLA-4, CD28 et ICOS (669). PD-l est un récepteur 
immunoinhibiteur exprimé par les cellules T et B activées. Des résidus tyrosines 
localisés au sein de son motifITSM (446) une fois phosphory lés recrutent la tyrosine 
phosphatase SHP-2 (435) (et à un moindre niveau SHP-l (89)) qui déphosphoryle les 
molécules effectrices activés par le TCR telles ZAP70 et CD3Ç dans les cellules T 
(540) (Figure 6). L'association du récepteur avec son ligand (288, 333) entraîne 
l'inhibition de la prolifération des lymphocytes porteurs (23, 532), de leur production 
de cytokines (70) et, dans une certaine mesure, de la costimulation par CD28 (170, 
495). PD-LI (CD274), le ligand, est une glycoprotéine transmembranaire de type 1 
composée de domaines extracellulaires IgC et IgV partageant 20% d'identité avec 
CD80 (B7-l) et CD86 (B7-2) (90, 136); tels les autres membres de la famille 
costimulatoire B7, PD-LI est exprimé par les cellules présentatrices d'antigènes (par 
exemple, les DC et monocytes) après activation (204, 654). Barber et al. (32) 
montrent dans le modèle LCMV 13 que l'utilisation d'un anticorps neutralisant 
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l'interaction entre PD-1 et son ligand ranime l'activité des CD8+ virus-spécifique 
épuisés, qui récupèrent leurs fonctionilalités aussi bien en détruisant les cellules 
infectées qu'en produisant des cytokines (IFN-y, IL-2); ce phénomène observé est 
valable pour d'autres systèmes viraux chroniques, dont le SIV (457, 618), le VIH 
(116, 171,456,598,666), le VHB (57,453) et le VHC (192, 454,479). 
Williams et al. (642) signalent qu'il faudra se méfier des effets secondaires d'une telle 
approche thérapeutique puisqu'ils ont constaté que des souris Pdl1-1- lors d'une 
infection LCMV (souche Armstrong) meurent à la suite d'une hyper-réaction 
lymphocytaire. En fait, l'insuffisance PD-1 (PdcdJ-Il abroge chez la souns 
l'immunotolérance périphérique, entraînant de multiples symptômes auto-
immunitaires sans pour autant compromettre les mécanismes gouvernant la tolérance 
centrale (428). Zhong et al. (671) ont observés que l'induction de PD-1 sur la surface 
des cellules B spléniques après stimulation du BCR par un anti-IgM est supprimée en 
présence des signaux de danger tels que le LPS ou le CpG 1826. Ces auteurs ont 
proposé une hypothèse du danger (389) modifiée quant à la façon dont PD-1 
supprime sélectivement les immuno-réactions anormales: les pathogènes nocifs sont 
habituellement accompagnés de signaux de danger de sorte qu'ils empêchent 
l'induction de la tolérance PD-1-dépendante alors que les antigènes du soi ne sont pas 
associés à de telles signatures, autorisant ainsi l'induction prolongée de PD-1 et la 
tolérance du lymphocyte réactif vis-à-vis son antigène. 
L'équipe de Probst (471) a examiné le rôle in vivo de PD-1 dans l'induction de la 
tolérance périphérique en ayant recours à des souris Rag -1- chez lesquelles deux 
épitopes immunodominants des protéines GP(33-41) et NP(396-404) du LCMV ne peuvent 
être exprimés et présentés que par les CMH -1 des DC CD Il c + après traitement au 
tamoxifen (système inductible DIETER (470)). Après transfert adoptif et 
reconstitution d'une chimère CD8+ LCMV -spécifique thy 1.1-PdcdJ+/+ et thy 1.2-
PdcdJ-I- (communiquant la spécificité anti-LCMV au répertoire naïf des souris 
DIETER), le traitement au tamoxifen avant challenge infectieux (contexte d'absence 
de danger) n'induit la tolérance que chez les CD8thy1.1 + qui seules expriment 
fonctionnellement PD-1; les CD8thy 1.2+, insensibles à cette tolérance puisqu'elles 
40 
n'expriment pas PD-l, sont seules capables de protéger les chimères suite à un 
challenge LCMV (souche aiguë Armstrong). Si toutefois le traitement au tamoxifen 
est administré au même moment que le challenge LCMV (contexte de danger), cette 
immunotolérance est alors incapable de s'installer, permettant à la population thy 1.1 + 
de conférer une certaine protection. De plus, comme précédemment mentionné pour 
les infections chroniques, cet état d'immunotolérance est réversible: en présence 
d'anti-PD-l neutralisant, les DC inactives (absence de danger) n'inhibent plus les 
fonctions effectrices des CD8+ GP(33-41) et NP(396-404-spécifiques. Il est important 
d'ajouter que des CD8+ de spécificités différentes (par exemple, GPC276-286)) et/ou des 
cellules de même spécificité mais qui n'auraient pas été stimulées par des DC 
inactives, sont réfractaires à l'initialisation de cette tolérance. Deux études 
complémentaires ont récemment confirmé ces observations (132, 190). Ces auteurs, 
preuves à l'appui, suggèrent donc que les lymphocytes CD8+ naïfs qui n'ont pas 
l'occasion de rencontrer leur antigène sur des DC activées poursuivent un programme 
de différenciation qui les conduit à une immunotolérance récessive, PD-IIPD-Ll-
dépendante et spécifique de l'antigène (1). 
En somme, lors d'une infection chronique, on assiste, et ce en étroite relation avec la 
surexpression de PD-l (499), à divers degrés de dégradations fonctionnelles des 
CD8+ virus-spécifiques, à la fois au niveau de leurs fonctions cytotoxiques et de la 
production de cytokines antivirales. Il est important de noter que tous ces virus 
infectent et désactivent à des degrés divers les DC (434) (voir la section 4 en ce qui à 
trait au VHC). 
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Figure 6. Régulation des signaux issus du TCR et de la costimulation CD28-
dépendent par les récepteurs immunoinhibiteurs PD-l et CTLA-4. Modifié de 
Crawford et al. (102). (A) PD-l et CTLA-4 (282), surexprimé sur les lymphocytes T 
et CD4+ respectivement dans le contexte d'infections chroniques, recrutent les 
tyrosines phosphatases SHP-1I2 et bloquent la phosphorylation d'AKT par CD28, 
affectant ainsi la production d'IL-2 (74) et le métabolisme du glucose (446). (B) 
Neutraliser PD-LI (et CTLA-4) a pour conséquence d'augmenter les signaux 
activateurs issus du TCR et de la costimulation CD28-dépendent, renversant 
l'épuisement des lymphocytes effecteurs. 
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2.3 Persistance de la virémie et évasion en l'absence d'une mémoire CD4+ 
auxiliaire 
Bien que nous venons d'illustrer que des corrélations temporelles et fonctionnelles 
existent entre une activité CTL et le contrôle initial de l'infection, la virémie 
persistante et la présence de CTL VHC-spécifique dans l'infiltrat intrahépatique et en 
périphérie, tout au long de l'évolution chronique de cette infection (152), tendent à 
démontrer que les CTL seuls sont incapables d'enrayer la virémie. La réponse CD8+ 
qui perdure indéfiniment chez le modèle chimpanzé à l'état chronique s'avère en être 
une preuve supplémentaire. En effet, le maintien d'une réponse CD8+ efficace (c' est-
à-dire non-épuisée) dépend de la présence de CD4+ spécifiquement dirigés contre des 
antigènes du virus dans plusieurs modèles d'infection (276, 277, 387, 552, 573, 663). 
Par exemple, la présentation systémique des antigènes du LCMV en absence d'une 
aide CD4+ spécifique (414) mène à la tolérance des CD8+ LCMV-spécifiques, tandis 
que ces mêmes cellules sont activées en présence de CD4+. D'ailleurs, la déplétion 
expérimentale, chez le chimpanzé, du répertoire CD4+ conduit à la persistance de 
l'infection VHC, malgré l'existence d'une mémoire effectrice CD8+ établie (199). Le 
défaut de la réponse CD4+ constituerait à lui seul un élément permettant de rendre 
compte de la chronicité de l'infection (538, 570), et ce de façon indépendante de la 
sélection de mutants d'échappement à la pression immunitaire (588, 608). Dans cette 
section, il sera donc question des mécanismes par lesquels les CD4+ sont 
indispensables à la génération d'une mémoire CTL anti-VHC efficace. 
2.3.1 Le rôle des CD4+ dans l'obtention d'une mémoire CD8+ fonctionnelle 
Le rôle des CD4+ dans la génération de la mémoire CD8+ fonctionnelle a été 
récemment rapporté par un certain nombre de groupes (176) .. Même dans les modèles 
expérimentaux où l'importance et les fonctions effectrices. de la réponse primaire 
CD8+ au jour 6-8 semblent être indépendants de l'aide des CD4+, les cellules 
mémoires qui se développent sont médiocres (260, 538, 539, 570, 573). Le système 
immunitaire est incapable de programmer la différenciation complète des CD8+ en 
l'absence de CD4+ antigène-spécifique. Des expériences antérieures avaient montré 
que pour que l'aide CD4+ soit efficace, le précurseur CTL devait avoir vu l'antigène 
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sur la même DC qu'identifiée par une cellule CD4+ (hypothèse du ménage à trois) 
(42); l'aide CD4+ autorise les DC à induire une réponses CTL (10, 52, 174). Ridge et 
al. (491) montrent en effet que la pré-activation de DC à l'aide d' anti-CD40 permet 
de remplacer l'aide CD4+; en l'absence d'effecteurs CD4+, les DC induisent une 
tolérance des CD8+ à l'antigène. Un rapport récent prouve que les interactions entre 
CD4+ et DC créent un gradient de chémokines (CCL3 et CCL4) qui attire les 
CD8+CCR5+ naïfs aux emplacements où ils peuvent recevoir la panoplie complète 
des signaux exigés pour leur différenciation en cellule mémoire (47, 76, 77). 
L'inhibition de l'activité CCL3/CCL4 par neutralisation ou la déficience en CCR5 
lors de la phase primaire d'activation des CD8+ crée un défaut de réponse secondaire 
similaire à celui observé en l'absence de CD4+. Toutefois, dans le cadre d'une 
infection virale, une réponse CTL primaire se développe chez des souris Cmh-IT/-
(73) ou Cd40-/- (571). Cette réponse primaire CD8+ en l'absence d'effecteurs CD4+ 
est due à l'activation directe des DC par les agents infectieux via leurs PRR ((226, 
513, 623), voir section 3.1.1). Dans ce contexte particulier, l'activation directe des 
DC par l'antigène mime donc l'activation induite par les CD4+ (585), du moins en ce 
qui a trait à la différenciation des CD8+ en effecteurs CTL. Les CD4+ restent, 
néanmoins, reqUIses pour l'étape de différenciation d'effecteurs MPEC 
IL6Ra+CDI27+ à mémoire TCM. 
Les signaux émanant de l'interaction entre une DC (CD40) et un lymphocyte CD4+ 
(CD40L) (224), couplés à la présence d'IL-2, aident à maximiser l'expansion 
effectrice des CD8+ contre des antigènes non-réplicatifs, la transition efficace 
d'effecteurs MPEC à TCM, et le maintien de la mémoire à long terme après 
l'infection virale aiguë (641). De façon intéressante, l'IL-2 (facteur de survie produit 
ici par les CD4+) agit tôt dans l'infection afin de conférer une capacité robuste de 
rappel aux cellules mémoires CD8+ qui se développent plus tard (643). De fait, 
l'apport exogène d'IL-2, en absence de CD4+, induit le maintien de CD8+ mémoires 
fonctionnels dans l'infection VIH (305, 352). Le résultat d'une aide CD4+ 
défectueuse est la génération d'une population CTL qui ressemble en grande partie à 
des cellules TEM qui, sans pour autant développer un potentiel cytotoxique élevé, ont 
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de faibles réponses secondaires à l'antigène, un faible potentiel sécrétoire de 
cytokines (IL-2, IFN-y et TNF-a) (290) et qui expriment à la surface, après 
restimulation, le ligand pro-apoptotique TRAIL (259). Parce qu'ils expriment 
également le récepteur pour ce signal apoptotique, ils provoquent leur propre perte en 
commettant l'AICD (213); toutefois, même en l'absence de TRAIL, la mémoire CD8+ 
se détériore avec le temps en l'absence de CD4+ (27). 
En somme, les lymphocytes CD4+ jouent un rôle essentiel en favorisant l'expansion 
initiale des CD8+ lorsque l'antigène vient d'une source immunogène relativement non-
inflammatoire; peut-être en permettant aux CTL de produire de l'IL-2 de façon 
autonome (431). L'aide CD4+ rend la réponse CD8+ initiale plus grande et programme 
la différenciation des CD8+ répondants en cellule mémoire protectrice de longue 
durée (48); l'aide est également exigée longtemps après que l'antigène ait été éliminé 
afin de maintenir la mémoire CTL. Finalement, ils pilotent, en étroite coopération 
avec les DC, la différenciation des cellules CD8+. 
2.3.2 La réponse lymphocytaire CD4+ anti- VHC 
Chez le chimpanzé, la réponse précoce VHC-spécifique CD4+ intrahépatique est 
fortement corrélée avec l'éradication virale. L'étude de Sugimoto et al. (568) illustre 
ces faits cliniques chez l'être humain puisqu'elle établit clairement que, chez les 
porteurs chroniques, la réponse CD4+ en terme de fréquence VHC-spécifique IFN-y+ 
xlO-6 PB MC est de dix fois inférieure à celle observée chez les cas ayant évolué vers 
la guérison. De plus, une réponse CD4+ de faible envergure (en terme de nombre et 
de la diversité des épitopes reconnus) a été mise en évidence chez les sujets ayant 
développé une infection chronique alors qu'elle est forte, multi-spécifique et durable 
chez ceux qui éliminent le virus (163, 184,233,674). Le rôle important des CD4+ a, 
en outre, été validé par l'observation d'une corrélation significative entre 
l'éradication spontanée de la virémie et l'expression d'allèles spécifiques du CMH-II 
(HLA-DRB1 *1101 et/ou DQ1 *0301) (15, 100, 219, 315, 379, 409, 594). D'autres 
études ont confirmé qu'une restriction de la réactivité des lymphocytes T CD4+ 
spécifiques du VHC s'associait plus volontiers avec l'état virémique (59, 133, 134, 
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503, 529, 530). Ainsi il a été observé qu'il y avait recrudescence de la virémie malgré 
un contrôle transitoire chez les cas cliniques montrant, dès la phase aiguë, une perte 
de la réponse proliférative VHC-spécifique CD4+ (184, 591). Chez les malades 
transplantés pour cause d'une cirrhose post-hépatite C (401), il a été démontré que la 
récidive virale s'accompagnait généralement d'une prolifération lymphocytaire CD4+ 
spécifique du VHC modérée chez les malades avec récidive histologique minime, 
mais indétectable chez ceux avec récidive sévère (629). Ces résultats suggèrent que 
l'incapacité à induire une réponse CD4+ VHC-spécifique contribue à la récidive des 
lésions tissulaires d'origine virale sur le greffon hépatique après transplantation. En 
suivant de façon prospective 31 patients en phase aiguë, il a été possible à Smyk-
Pearson et al. (2007) de préciser que la production d'IL-2 par les CD4+ VHC-
spécifiques dès les premiers jours après l'infection est l'élément critique qui 
déterminerait le pronostic résolutif de celle-ci (26). L'élimination de la virémie paraît 
donc d'autant plus probable que se développe une réponse CD4+IFN-lIL-2+ précoce, 
polyspécifique et durable, avec comme suite l'activation optimale des CTL contre de 
multiples motifs antigéniques conservés au sein du virus (10 1, 117, 188, 522). 
Conséquemment, lors de la phase aiguë, la progression vers la forme chronique 
pourrait être expliquée, du moins en partie, par une réponse CD4+ spécifique 
insuffisante (147, 554), notamment en terme de diversité des épitopes antigéniques 
reconnus sur la po1yprotéine du VHC (187), et associée à une sécrétion réduite de 
cytokines de type 1 nécessaires au développement de la voie à médiation cellulaire. 
Chez des individus évoluant vers la chronicité, Ulsenheimer et al. (605) rapportent la 
détection, dès les premières semaines de l'infection, de cellules CD4+ VHC-
spécifiques présentant une fonction altérée qui se manifeste par une diminution 
abrupte de la réponse proliférative CD4+ VHC-spécifique, suivie d'un déclin rapide 
de la sécrétion d'IFN-y. Ceci correspond pour ces auteurs à l'épuisement par anergie 
de l'immunoréactivité CD4+ spécifique (504). Il n'est pas impensable que cet état 
acquis in vivo soit en partie directement lié à la qualité des signaux activateurs 
transmis par les DC puisqu'elles sont les seules cellules attitrées à la présentation 
antigénique en mesure d'activer une réponse primaire à partir des cellules T naïves 
47 
(254, 255, 261) et de conduire à l'établissement d'une mémoire immunologique 
compétente (202, 326-328). En effet, il a été récemment montré qu'en dépit d'un 
phénotype costimulatoire normal et d'une capacité phagocytaire intacte, la capacité 
des DC à activer les CD4+ allogéniques était profondément altérée chez des patients 
chroniquement infectés avec le VHC contrairement aux sujets sains (444). Ce déficit 
fonctionnel entraînerait une réduction de sécrétion d'IL-2 indispensable à une 
activation fonctionnelle optimale des CTL. Il a été question précédemment que l'aide 
que confèrent les CD4+ à la mémorisation des CD8+ est obtenue en partie par 
l'intermédiaire de l'activation des DC (se référer à la section 2.3.1). Par conséquent, 
l'incapacité de l'hôte à monter une réponse immunoréactive CD4+ TH 1 efficace 
contre les antigènes du VHC en raison d'une interférence virale avec les fonctions 
des cellules immunitaires spécialisées dans la présentation d'antigènes, c'est-à-dire les 
DC, pourrait expliquer l'incapacité des sujets séropositifs à supprimer leur infection 
virale. Ainsi, il s'avère pertinent de se demander s'il y a une dysfonctionnalité du rôle 
immunogénique des DC dans le cadre de l'infection VHC qui compromettrait la 
qualité des cellules T qui répondent aux antigènes viraux. 
3. Les cellules dendritiques: intermédiaires de l'immunité innée/acquise 
Le système adaptatif intervient, en général, plusieurs jours après l'infection, mais ses 
composants sont spécifiques et ont une forte affinité pour l'antigène. L'apparition 
d'un système capable de produire des récepteurs spécifiques très divers, fabriqués au 
hasard des réarrangements somatiques et distribués de façon c10nale à la surface des 
lymphocytes, procure aux vertébrés un système de défense adaptable, capable de les 
protéger pendant une longue période. Grâce à ce répertoire, l'hôte est capable de 
réagir contre pratiquement n'importe quelle structure antigénique portée par des 
agents pathogènes. Cependant, ce système très élaboré est incapable de faire la 
différence entre un antigène d'origine viral, un antigène inoffensif et des constituants 
du soi. Comment le système immunitaire fait-il la différence entre les antigènes 
contre lesquels il doit réagir, et ceux qu'il doit tolérer, alors que les TCR spécifiques 
pour l'antigène ne font pas eux mêmes cette distinction? C'est le système 
immunitaire inné qui joue ici le rôle essentiel dans l'induction d'une réponse contre 
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les pathogènes et considérant que l'une de ses fonctions principales est de faire la 
distinction entre soi et non soi. 
L'immunité innée est une réponse immédiate qUI survient chez tout individu en 
l'absence d'une mémoire immunologique à une exposition préalable; elle constitue la 
première barrière de défense vis-à-vis des divers agents pathogènes qui attaquent 
l'être humain en assurant un rôle de sentinelle face à leur apparition dans la 
périphérie tissulaire. Ce système fait appel à des mécanismes de défense qui sont 
activés en quelques secondes ou minutes. Parmi ceux-ci, citons la phagocytose de 
bactéries par les polynucléaires neutrophiles ou les macrophages, la libération 
d'enzymes hydrolytiques, de peptides antimicrobiens, d'intermédiaires oxydatifs par 
les phagocytes, l'activation du complément par la voie alterne ou par la protéine qui 
fixe le mannose, la cytotoxicité naturelle des cellules NK contre les cellules infectées 
(124, 161). D'autres activités antimicrobiennes telles que la production d'oxyde 
d'azote nécessitent l'induction d'une synthèse protéique et n'agissent que dans un 
second temps. Cette immunité est en grande partie assurée par des cellules 
phagocytaires (monocytes, DC) et les lymphocytes NK qui sont dépourvus de 
récepteurs spécifiques de l'antigène. En revanche, ces cellules expriment des 
Pathogen Recognition Receptors (PRR) qui reconnaissent spécifiquement un nombre 
restreint de structures moléculaires propres aux micro-organismes (absentes des 
cellules de l'hôte), communes à de nombreux agents pathogènes (les signaux d'alerte 
dénommés PAMP) (463): des peptidoglycanes et des lipoprotéines bactériennes dans 
le cas de TLR2, la flagelline dans le cas de TLR5, et les motifs double brin 5'-
triphosphate (239, 464), caractéristiques de l' ARN génomique viral dans le cas de 
l'hélicase cytosolique RIG-I pour ne nommer que ceux-ci. Les PRR peuvent 
également être activés par des ligands endogènes physiologiques libérés par des 
cellules de l'hôte qui subissent des dommages irrémédiables (nécrose), notamment en 
cas d'inflammation, contrairement à la situation vécue lors d'une mort cellulaire 
programmée par apoptose (20). La stratégie des sentinelles de l'immunité innée n'est 
donc pas de reconnaître toutes la gamme des millions de motifs antigéniques 
existants, mais un petit nombre d'entre eux, sous la forme de structures répétitives 
hautement conservées et portées par les différents agents pathogènes. 
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On distingue généralement l'immunité innée de celle dite adaptative, bien que la 
défense de l'hôte vis-à-vis d'agents d'agression extérieure résulte d'une action 
concertée entre ces deux axes (231). À l'évidence, des données de plus en plus 
nombreuses s'accumulent qui montrent que cette distinction entre immunité innée et 
immunité adaptative ne correspond pas à la réalité. Il existe en effet des ponts 
majeurs entre ces deux réponses immunes dont on commence seulement à 
comprendre l'importance aussi bien dans la physiologie du système immunitaire que 
dans la physiopathologie des infections virales (507). Dans le cas des lymphocytes T, 
qui ne peuvent détecter l'antigène que lorsque sous forme de peptides associés aux 
molécules du CMH de classe l ou de classe II exprimées à la surface de cellules 
présentatrices d'antigènes, l'étape de reconnaissance implique donc les De. La 
section suivante se propose d'illustrer que la DC se trouve de par sa fonction de 
présentatrice de l'antigène en fait à l'intersection des deux types d'immunité, car elle 
exprime les TLR (composante innée) dont l'activation via certains signaux de danger 
va initier et orienter la réponse adaptative. Cette section fera aussi état des données 
concernant la notion que les DC sont également un réservoir permissif à l'entrée et la 
réplication du VHe. 
3.1 Structure/fonction des TLR 
Janeway a rapporté en 1997 (395) l'identification du premier homologue humain du 
gène Toll antimicrobien de la drosophile, qui sera par la suite appelé TLR4. Dix 
autres membres de la famille des TLR sont aujourd'hui caractérisés (583). Parmi 
ceux-ci, on distingue les récepteurs qui transmettent les signaux de détection depuis 
le compartiment extracellulaire (TLR4) ou endosomial (TLR3, TLR7, TLR8 et 
TLR9). Les TLR sont des PRR transmembranaires de type l contenant un segment 
intracytoplasmique avec une région conservée appelée Toll/IL-l receptor (TIR) 
commune au IL-l R et pour lesquels l' ectodomaine est composé de motifs répétés 
riches en leucine (motifs LRR) qui reconnaissent sélectivement divers PAMP (256). 
Ces PRR jouent un rôle central dans la reconnaissance des pathogènes et l'initiation 
subséquente des réponses immunitaires contre ceux-ci. D'ailleurs, les souris dont le 
gène TLR3 a été inactivé (tlr3- I-) ne répondent plus à l'acide polyinosine-
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polycytidylique [poly(l:C)] (12), un analogue synthétique des ARN bicaténaires 
(dsRNA) produits lors d'événements de réplication d'un génome viral dans une 
cellule infectée; ces souris mutantes sont moins résistantes contre des infections 
virales (197, 578). L'engagement d'un TLR par son ligand conduit à l'activation des 
facteurs de transcription NF-KB, IRF7, IRF3, AP-I et ATF-2/c-Jun permettant la 
production des cytokines pro-inflammatoires, des molécules costimulatoires de la 
famille B7 et des IFN de type 1 (lFN-a/~) qui sont nécessaires à l'initiation de la 
réponse acquise (voir Figure 7) et à la synthèse de protéines possédant des propriétés 
antivirales comme la RNAse L (se référer à la section 1.2.1). Les TLR (notamment le 
TLR3, (528)) jouent également un rôle important dans le crosspriming (115, 579): la 
capacité d'acquérir des antigènes externes (par exemple, des cellules infectées 
apoptotiques) et de les présenter en association avec les CMH-I aux CTL. 
L'adapteur universel MyD88 est recruté via des interactions homophiliques au niveau 
du domaine cytosolique TIR de tous les TLR identifiés (à l'exception du TLR3) et 
active une cascade de phosphory lation impliquant les kinases IRAK -1/4 qui 
amplifient le message en s'associant à la E3 ligase TRAF6, menant à l'activation de 
TAK1 et du complexe NEMO (lKKy)-IKKa/~ (8, 582). MyD88 contient un domaine 
de mort (DD: death domain) aminoterminal par l'intermédiaire duquel il interagit 
avec les sérinethréonine kinases à domaine DD de la famille IRAK (437). MyD88 
fonctionne donc comme adaptateur entre les récepteurs à domaine TIR et des kinases 
impliquées dans la signalisation en aval. Des études génétiques utilisant des souris 
Myd88-1- ont montré que la finalité de la voie MyD88-dépendante est que IKBa soit 
phosphorylé à la Ser32 pour induire sa dégradation par le protéasome, ce qui permet la 
translocation nucléaire de NF-KB et la transcription de gènes pro-inflammatoires 
telles l'IL-6, l'IL-8, l'IL-12, le TNF-a, le CCL5 et le CCL3 (285). De façon plus 
surprenante, l'analyse de ces souris Myd88-1- a également révélé l'existence d'une 
voie de signalisation indépendante de MyD88 en aval de certains TLR. En effet, 
l'induction de NF-KB par le LPS (TLR4) et les dsARN (TLR3) n'est pas abolie chez 
les souris MyD88~/-, mais seulement retardée (99). En outre, la maturation des DC 
(traitée à la section 3.2) n'est pas affectée quand des cellules déficientes en MyD88 
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sont stimulées avec du LPS ou du poly(I:C) (232). L'induction d'IFN-~ par le TLR3 
et le TLR4 implique également un mécanisme indépendant de MyD88. 
IRAKI et IRAK4 (577), qui permet la polyubiquitination de TRAF6 sur la lysine 
K63 par la voie MyD88, ne sont pas indispensables à la voie amorcée par TLR3 (655) 
puisque ce récepteur fait appel à l'adaptateur alternatif TRIF pour transmettre ses 
signaux. TRIF n'est toutefois pas spécifique à TLR3, étant également recruté via 
l'adapteur TRIF-Related Adaptor Molecule (TRAM) au TLR4 (165). Bien que la 
voie TRIF-dépendante (partagée par le TLR3 et le TLR4) soit spécialisée dans 
l'expression d'IFN-J3 par la dimérisation du facteur transcriptionel IRF3 suite à sa 
phosphorylation par les kinases TBKlIIKKE (223, 262, 394,455,536), le TLR3 (et à 
moindre mesure le TLR4) peut néanmoins activer NF-KB par une voie IRAK-
indépendante faisant appel à RIPI (402) qui, se liant à l'extrémité C-terminale de 
TRIF via un motif d'interaction homotypique RHIM, recrute le complexe TRAF6-
TAB1I2-TAKl (112,517). IRF3 aurait également un rôle à jouer dans l'activation du 
gène de l'IL-12 après liaison des TLR3 et TLR4 (193, 626). L'ensemble de ces 
données indique qu'il existe deux groupes de TLR (Figure 7 et tableau 3), dont l'un 
(qui inclut les TLR3 et TLR4) dépend de TRIF pour activer NF-KB (avec une 
cinétique plus lente que MyD88) et le facteur IRF3, qui régule l'expression de l'IFN-
~. 
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Figure 7. Signalisation par les TLR. Modifié de Honda et al. (236). (A) En plus des 
signaux pro-inflammatoires, les TLR3 et TLR4 ont la capacité d'induire les IFN de 
type l et les gènes inductibles par l'IFN (exemple CXCLlO) de manière indépendante 
de MyD88 (284). L'adaptateur TRIF (441, 653) est essentiel à la voie MyD88-
indépendante (illustré en A) induite par les TLR3 et TLR4 (230, 652); il est 
également requis pour l'induction des cytokines inflammatoires par le TLR4. 
L'extrémité N-terminale de TRAM possède un site de myristoylation responsable de 
sa localisation membranaire qui lui permet d'agir en tant qu'adaptateur reliant le 
TLR4 à TRIF (506). TRIF interagit avec deux IKK non-canoniques, IKKc et TBKl, 
conjointement avec TRAF3 (211, 433), afin de phosphoryler IRF3, permettant à ce 
dernier de se transloquer sous forme de dimère dans le noyau et d'activer le 
promoteur de l'IFN-~. Les IRF3 (A) et IRF7 (B) phosphorylés forment des 
homodimères, permettant aux IRF d'interagir avec les co-activateurs CBP pour 
former un holocomplexe dans le noyau (236) qui se lie ensuite à sa séquence ADN 
cible et altèrerait la structure chromatinienne locale via l'activité histone-
acétyltransférase des co-activateurs; la transcription des gènes cibles est ainsi initiée. 
(B) La signalisation des TLR 7, 8 et 9 peut induire, non seulement des cytokines 
inflammatoires, mais également des IFN de type l (notamment l'a). Tous ces effets 
sont dépendants de MyD88 et d'IRF7 (237). IRF7 peut s'associer directement avec 
MyD88 (234), formant un large complexe moléculaire inactif. Après liaison du TLR9 
par les ADN-CpG dans l'endosome, le lien entre IRF7 et MyD88 est activé par une 
cascade de protéines kinases qui implique IRAK-4, IRAK-l (604) et IKKa, en 
association avec TRAF6. Une activation similaire d'IRF7 se produit après activation 
du TLR7 et du TLR8 avec des ARN simple-brin. Après l'activation initiale des gènes 
de l'IFN, la boucle d'amplification entre enjeu, et la participation d'IRF7 (induit par 
les IFN) est cruciale pour que l'induction des gènes de l'IFN de type l soit complète: 
la liaison des IFN à leur récepteur (lFNAR) aboutit à l'activation d'un activateur 
transcriptionnel hétérotrimérique connu sous le nom de ISGF3 (constitué d'IRF9 et 
STAT1I2) responsable de l'induction du gène irj7. Dans le cas du TLR4 (voir A), 
TIRAP est requis pour l'activation de la voie dépendante de MyD88 (274): cet 
adapteur contient un domaine de liaison au phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate qui 
permet son recrutement à la membrane plasmique, où il aide au recrutement de 
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3.1.1 TLR et immunité adaptative 
Tel que mentionné en introduction à cette section, une des fonctions de la réponse 
innée est d'initier et d'orienter la réponse adaptative. Certains résultats récents 
montrent que les TLR participent effectivement à l'induction de la réponse 
adaptative, comme le suggère leur rôle essentiel dans l'immunité innée. Ainsi, des 
études utilisant des souris Myd88-1- (527) et Tlrrl- (561) ont montré que les TLR 
étaient essentiels pour l'induction d'une réponse adaptative à un antigène administré 
en présence de LPS. Il est également apparent depuis peu qu'outre l'activation des 
lymphocytes T conventionnels, le système inné via les TLR inhibe les fonctions 
suppreSSlves qu'exercent les CD4+CD25+ (T régulateurs) sur l'initiation d'une 
réponse primaire (447). Des études complémentaires utilisant des antigènes 
chimériques (par exemple, OV A fusionné à la profiline T gondü) ciblant les TLR5 
(391), TLR7/8 (638, 640), TLR9 (639) et TLRll (657) ont permis de confirmer 
l'importance de ces récepteurs in vivo dans l'activation des lymphocytes T antigène-
spécifiques. Les TLR représentent donc une famille de PRR qui contrôle de multiples 
aspects de la réponse immunitaire, à la fois innée et adaptative. Les TLR ou tes voies 
de signalisation qu'ils activent représentent autant de cibles potentielles de 
contournement de l'immunité exploitées par des virus: la protéase du VHC, NS3/4A, 
clive spécifiquement TRIF, interrompant ainsi la voie en aval de TLR3 (se référer à la. 
section 1.2.1). 
3.2 Les cellules dendritiques: notions générales 
Les DC sont des leucocytes rares (0.2-0.5% dans le sang) originaires de la moëlle 
osseuse (121) qui représentent une population hétérogène en périphérie et dont la 
fonction première est d'assurer la présentation d'antigènes aux lymphocytes T à titre 
d'initiateur de la réponse immunitaire spécifique. Elles sont des acteurs primordiaux 
du système immunitaire de par leur situation à l'interface entre l'immunité innée et 
acquise. Il existe différentes sous-populations présentes en faible quantité dans tous 
les tissus et caractérisées par des fonctions et des capacités migratoires distinctes. Ce 
sont les DC de Langerhans qui furent les premières décrites en 1868, mais ce n'est 
seulement qu'à partir de 1973 que Steinman et Cohn caractérisèrent une population 
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leucocytaire bien particulière (564). Selon ces auteurs, ces cellules étaient capables de 
capturer des particules antigéniques nominales, pour venir ensuite dans les LN en 
présenter les peptides constitutifs aux lymphocytes T dans le contexte d'une 
restriction CMH, et ce afin d'initier l'activation de la réponse acquise (209,397,473, 
589). 
Il existe diverses sous-populations de DC chez l'être humain, caractérisées par des 
fonctions distinctes (361, 546). Ainsi distingue-t-on schématiquement deux grands 
types de DC: les plasmacytoïdes et les myéloïdes. Les DC plasmacytoïdes (PDC) 
furent identifiées initialement dans les zones T des LN (240, 342) et ont été 
initialement interprétées par certains comme étant des lymphocytes T plasmacytoïdes 
(40, 205). Leurs précurseurs circulent en périphérie sous forme d'un contingent 
cellulaire CMH-ItCD4hiCDllc-CDI23+BDCA2+ (146) et CD62L+ (sélectine-L) 
(144, 145) qui est spécialisé dans la sécrétion rapide d'IFN de type 1 (notamment les 
espèces a) après stimulation via les TLR7 et TLR9 par un virus (97, 229, 360, 550). 
Kato et al. (280) montrent que les DC myéloïdes (MDC) produisent également des 
IFN -a (131) en réponse à la détection d'une infection virale et qu'elles le font en 
activant IRF-3 via RIG-I; par contre, dans les PDC (qui sont dépourvues de RIG-I) 
seul le système TLR proprement dit est utilisé. Pour leur part, les MDC circulantes 
dans le sang représentent un contingent CMH-II+CD4+CDllc +CDI231oBDCAT qui 
n'exprime aucun des marqueurs caractéristiques des autres lignées de leucocytes 
mononuclées (TCRa~CD3 lymphocytes T, CD14 monocytes, CD191ymphocytes B, 
CD56 lymphocytes NK) et qui, contrairement aux PDC, déploie un éventail bien plus 
large de PRR (se référer au tableau 3) pour alerter l'hôte quant à la présence d'agents 
pathogènes (359). Les monocytes CDI4+ sanguins, précurseurs des macrophages 
tissulaires, peuvent dans certaines conditions inflammatoires servir de précurseurs 
directs des MDC (481, 483, 484,534). Ces monocytes CCR2+CX3CR1o, dont le profil 
d'expression des molécules d'adhésion leur permet d'être facilement recrutés dans les 
sites inflammatoires (PSGL-l +CD62L +), constituent une réserve de DC rapidement 
mobilisables qui participent à la capture et à la présentation des antigènes (183). 
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Tableau 3. Phénotype et caractéristiques fonctionnels des cellules présentatrices 




C, cytosol; S, surface cellulaire; E, endosome. 
fLa répartition des TLR humains sur les DC est adapté de celle décrite par lwasaki et al. (256) 
tLes TLRI et 6 forment des hétérodimères à la surface en étroite collaboration avec le TLR2 (à titre de co-
récepteurs). 
*TLR impliqué dans la détection d'infections virales; mode d'action ne nécessitant pas une réplication virale 
active. 
Lectine C de type II ayant un rôle dans l'internalisation des antigènes; la réticulation de ce récepteur inhibe la 
production des IFN de type 1 (appartenant à la famille des cytokines a-hélicoïdales de classe II) en présence 
d'agoniste du TLR9 (CpG ODN-22 16); cette inhibition participerais à la différenciation des PDC en cellules DC 
(146,360). 
tLes PDC coopèrent avec les MDC in vivo en induisant la différenciation des lymphocytes T non-polarisés ayant 
rencontré l'antigène préalablement activés par les MDC (58, 360, 509). 
Les fonctions des DC sont tout à fait distinctes selon leur stade de maturation 
(17,18,40). Cela est bien reflété par leur aspect morphologique radicalement différent 
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et l'expression à leur surface de molécules distinctes. Les MDC sont surtout 
représentées dans les tissus d'interface avec le monde extérieur. Dans ces positions de 
sentinelles, les DC sont dites immatures. Elles présentent un phénotype de surface 
(CD8TCD86+CD40dirnCCRT) reflétant leur spécialisation en phagocyte capturant les 
antigènes où ces derniers, une fois internalisés, sont dirigés vers les compartiments 
endosomaux MIIC (95, 603) ou vers la voie de présentation croisée sur le CMH-I (2, 
208, 242, 306). Aussi ont-elles des récepteurs de chémokines tels CCR5 et CCR6 
(113, 558, 559, 617) leur permettant de répondre aux stimuli inflammatoires afin de 
gagner les foyers où des dangers ont été repérés (452). Après avoir été exposées aux 
signaux de danger PAMP, les MDC subissent un processus de maturation se 
traduisant par une modification profonde de leur phénotype (80, 511). Elles vont non 
seulement s'équiper pour interagir efficacement avec les lymphocytes T (changement 
du phénotype de surface CD83+CD86hi CD40+ et synthèse de cytokines telles l'IL-2 
(201, 203), IL-12 (374, 557), IL-23 (439) et l'IL-27 (458)), mais vont, en plus, 
changer de phénotype migratoire (135). Ce faisant, elles peuvent quitter les tissus et 
gagner les organes lymphoïdes secondaires où elles pourront rencontrer les 
lymphocytes T naïfs et leur présenter les peptides apprêtés sur leurs molécules du 
CMH-I et II (CMHp), activer une réponse primaire et moduler la force, la durée et la 
qualité des réponses déjà engagées (mémorisation) (512). 
L'expression des molécules CMH et costimulatoires peut également être augmentée à 
la surface des DC activées indirectement par les médiateurs de l'inflammation tels 
que l'IFN-am ou le TNF-a; toutefois, ces DC sont incapables de produire de l'IL-12 
(signe d'un reprogrammage transcriptionel plus vaste) et sont, conséquemment, 
incapables d'induire la différenciation des CD4+ en cellules effectrices (561). Ainsi, 
les DC utilisent les signaux de l'inflammation afin de détecter la présence d'un 
danger potentiel en périphérie; toutefois elles nécessitent, simultanément avec la 
rencontre de l'antigène, l'engagement direct de leurs PRR (notamment les TLR) par 
des P AMP afin de stabiliser les complexes peptide-CMH -II à leur surface (leur demi-
vie passe ainsi de dix à 100 heures), d'augmenter leur pouvoir de costimulation et 
d'activer spécifiquement les lymphocytes T. Les DC, lorsqu'elles présentent des 
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antigènes en dehors d'un contexte de danger, acquièrent des propriétés tolérogènes, 
c'est-à-dire qu'elles paralysent ou éliminent les lymphocytes T correspondant à ces 
antigènes (voir la section 4). En conclusion, l'ensemble coordonné de ces 
modifications fonctionnelles qUI accompagnent la maturation permettent aux DC 
d'intégrer l'information issue du système inné et d'assister les lymphocytes T à faire 
la distinction entre peptides du soi et peptides dangereux, pour lesquels il est 
habituellement désirable de provoquer une immunoréaction (489). 
3.2.1 Interaction cellule dendritique/lymphocyte T naïf 
Une fois dans le ganglion, les DC activées sont présentes à la sortie des veinules post-
capillaires, porte d'entrée utilisée par les lymphocytes naïfs. Leur vitesse est faible 
«6 !lm x min-1) relativement à celle des lymphocytes (10-12 !lm x min·1) et elles 
émettent de longues dendrites. La durée des interactions antigène non-spécifique 
entre cellules T/DC est très courte, de l'ordre de la minute (406); tous ces paramètres 
permettent un maximum de contacts entre les deux types cellulaires alors que la 
cellule T sonde la DC pour la présence de CMHp reconnu par son TCR (123). Ainsi, 
les estimations du nombre de lymphocytes contacté par une seule DC en une heure 
sont comprises entre 500 (62) et 5000 (405). Or, en considérant comme point de 
départ une fréquence de l'ordre de 1 xlO-5 lymphocyte spécifique pour un antigène 
donné dans la population naïve (22, 54), on peut estimer qu'aussi peu que 20 à 200 
DC présentant un CMHp de spécificité· donné suffisent pour détecter et activer une 
cellule naïve spécifique de ce CMHp par heure. 
Lorsque le CMHp est perçu par le lymphocyte T naïf qui lui est spécifique, ce dernier 
diminue sa vitesse (4 !lm x min-1) pour ensuite s'arrêter et établir des contacts 
prolongés de l'ordre de plusieurs heures avec la DC (82, 399). L'activation du 
lymphocyte par la DC semble s'être complétée à cette étape avec l'organisation de la 
synapse immunologique: polarisation de molécules membranaires (TCR, LFA-l), 
exclusion de certaines molécules (CD43) et acquisition des capacités à sécréter des 
cytokines (IL-2, IFN-y, TNF-a) (392, 567). Enfin, une vingtaine d'heures après la 
détection des CMHp, les lymphocytes se détachent des DC et enclenchent la première 
d'une série de division cellulaire rapide (toutes les 6 à 8 heures) au cours desquelles 
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l'interphase est réduite à son mInImUm (81). Ces divisions conduisent les 
lymphocytes spécifiques du CMHp à augmenter dans des proportions considérables 
leurs nombres. L'exemple le mieux décrit est celui de l'expansion lymphocytaire 
induite par l'infection au LCMV qui conduit environs 100 CD8+ naïfs spécifiques à 
se diviser une vingtaine de fois pour générer 20 xl 06 CD8+ effecteurs huit jours post-
infection (417). D'autre part, le nombre de divisions effectuées n'est pas 
proportionnel à la quantité d'antigène ni à la durée du signal antigénique initiale. En 
effet, Kaech et al. montrent clairement qu'un faible nombre de DC activés présentant 
l'antigène n'induit pas un nombre de divisions plus faible mais plutôt la prolifération 
d'un nombre restreint de clones spécifiques (271). Le système immun adaptatif est 
donc mis en action via les De. 
En contrepartie, puisqu'elles sont si efficaces en tant que sentinelles qui orchestrent 
l'induction des réponses acquises au niveau des tissus lymphatiques, les DC, à leur 
insu, sont susceptibles d'être activement ciblées par les pathogènes désirant persister 
chez l'hôte. D'ailleurs, notons l'exemple des herpesviridae qui infectent très 
efficacement les DC bien que le cycle viral y soit très peu productif, s'avérant même 
abortif (266, 492). Au lieu d'employer ces cellules comme réservoir de production, 
les herpèsvirus interfèrent activement avec leur capacité à induire une réponse 
immunitaire protectrice (18, 225, 308, 480) et, dans certains cas, ils vont même à les 
utiliser comme vecteur de relais pour faciliter leur dissémination en trans à travers les 
tissus permissifs de l'hôte (212). L'étude de l'interaction du VHC avec ces acteurs 
innés, ainsi que le rôle de leurs PRR dans le contexte de cette infection, recèlent 
certainement des informations clés qui permettraient d'expliquer la perte des corrélats 
de protection décrits dans la deuxième section de ce chapitre. 
3.3 Les cellules dendritiques en tant que réservoir viral du VHC 
L'appartenance du VHC à la famille des flaviviridae a d'emblée fait entrevoir la 
possibilité d'une infection des cellules du système immunitaire. L'existence de 
variants lymphotropes différents des variants hépatotropes a été évoquée initialement 
devant la réplication préférentielle dans des lignées cellulaires d'origine lymphoïde 
des variants isolés des lymphocytes périphériques d'un chimpanzé infecté 
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expérimentalement (543). La notion de réservoirs extrahépatiques d'origine 
hématopoïétique du VHC est progressivement devenue à partir de 1992 (60) une 
référence obligée pour expliquer certaines propriétés de l'infection chronique par ce 
virus. Plus précisément, l'existence de réservoirs au sein des DC expliquerait l'échec 
spécifique du système immunitaire à contrôler la virémie sans pour autant induire une 
immunodéficience généralisée et serait un des principaux obstacles à l'éradication de 
l'infection virale lors de la phase aigüe (voir la section 4). Ce qui n'était qu'une 
hypothèse scientifique, étayée par des données pertinentes mais préliminaires (343), 
est devenu un paradigme susceptible d'orienter les futures stratégies thérapeutiques 
vis-à-vis du VHC. Pourtant, à l'analyse, les données qui sous-tendaient initialement le 
concept de réservoir perturbant la fonction immunogénique des DC étaient fragiles et 
aucune investigation complémentaire n'est venue apporter la confirmation définitive 
de ce concept. Au contraire, certains résultats récents le remettent en question (322, 
362, 388) et, de plus, il semble s'installer une certaine confusion puisque différents 
auteurs utilisent le même vocable, celui de réservoir, pour décrire des phénomènes 
distincts. Pour ces auteurs, les DC ne constituent pas l'une des principales cibles des 
effets délétères du virus, que ces effets soient directement viro-induits après une 
interaction avec des récepteurs cellulaires ou provoqués par la création d'un réservoir 
au sein de cette population. Sur la base de leurs données expérimentales, ces cellules 
ne peuvent bénéficier du qualificatif de réservoir puisqu'il n'y a pas d'arguments 
pour affirmer qu'il existe, dans ces sites, une population virale autonome, distincte de 
celle présente dans la circulation générale (332), d'autant que les fonctions de 
présentation d'antigène des DC de sujets VHC-infectés ne sont pas compromIses 
(365). Les défauts observés par d'autres études ne seraient plutôt qu'une conséquence 
passive de pathologies secondaires émanant d'une virémie plasmatique élevée lors de 
la persistance. 
En ce sens, le réservoir doit être distingué du site de production primaire dans lequel 
le virus se multiplie activement sans provoquer de signes majeurs au début d'une 
infection aiguë et, a fortiori, des organes cibles dans lesquels il se multiplie 
activement ensuite pour donner les signes cliniques et/ou biologiques de la maladie. 
Un exemple en est fourni par le virus de l'herpès simplex (VHS) qui persiste à l'état 
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latent dans les neurones d'un ganglion nerveux sensitif et qui peut épisodiquement se 
réactiver pour donner une récurrence clinique à localisation cutané-mucosale (38, 
265). Dans les neurones sensitifs, le VHS latent persiste sous la forme de son génome 
isolé (ADN épisomal) avec, pour seule activité décelable, la production de quelques 
transcrits de latence. Un site de production extrahépatique du VHC, entièrement 
autonome vis-à-vis du tissu hépatique où se réplique activement le virus, existe peut-
être. Mais la notion de réservoir dans les DC suppose un fonctionnement intermittent 
de l'infection avec des périodes durant lesquelles tout signe d'infection active 
disparaît et le virus reste cantonné dans le réservoir. La section suivante fait état des 
connaissances publiées relativement à la permissivité des DC face au VHC. 
3.3.1 Détection du génome viral: évidence d'une réplication virale dans les cellules 
dendritiques périphériques 
Des évidences partielles colligées à partir de plusieurs travaux publiés montrent 
l'existence de constituants viraux, dont notamment la présence d' ARN génomique 
parmi les DC (600) et les précurseurs monocytaires CD14+ (344, 476, 500) isolés de 
patients chroniquement infectés. Toutefois, ces données de PCR qui sont dans la 
grande majorité de nature qualitative, ne permettent pas de déterminer si le virus a 
transféré son matériel génétique dans le cytosol suite à la fusion des membranes et de 
conclure sans équivoque à une permissivité cellulaire véritable puisque les séquences 
amplifiées peuvent aussi bien provenir de particules adsorbées à la surface ou encore 
d'ARN encapsidé retenu dans des phagosomes. Comme mentionné dans la section 
1.1, le VHC, lors de sa réplication, synthétise une matrice de réplication de polarité 
négative complémentaire au génome. La détection de cette matrice par PCR constitue 
ainsi l'un des seuls arguments exploités à l'heure actuelle pour montrer que le 
compartiment cellulaire analysé soutient la traduction du génome et la réplication 
active du virus. Néanmoins, il existe, dans ces sites, une population virale autonome, 
phylogéniquement distincte de celle présente dans la circulation générale et dans le 
foie (75, 141,376,423). 
L'ARN de polarité négative a été détecté dans les monocytes (331, 514). La détection 
de l'ARN de polarité négative n'est toutefois pas une preuve d'infection productive et 
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ne constitue qu'un marqueur biochimique suggérant que la réplication du génome 
viral (qui signe des événements récents de traduction du génome) s'est déroulée 
jusqu'à cette étape. L'existence d'une infection réplicative pour les DC n'est que peu 
documentée. Mellor et al. (398) et Goutagny et al. (195) ont démontré respectivement 
la présence d'ARN viral de polarité négative, signe d'une réplication active, au sein 
d'une population leucocytaire enrichie par immunomagnétisme en DC 
CDTCD19-CD4+CMH-U+ périphériques chez 10 et 12.5% des cas chroniquement 
infectés à l'étude, ce qui laisserait suggérer qu'il y a peut-être une association 
réplicative avec une rare sous-population cellulaire résultant dans la dilution d'un 
signal PCR par les cellules décrites comme étant non-permissives in vivo. 
En résumé, les deux phénomènes, circulation de DC sanguines infectées et chronicité, 
sont en effet corrélés mais non strictement interdépendants. Dans certains cas, par 
exemple chez des chimpanzés, la circulation de DC infectées et dysfonctionnelles 
peut être indétectable alors que la virémie plasmatique reste paradoxalement très 
élevée (329, 498). Les différences de réponse à l'infection VHC du chimpanzé, 
modèle animal permissif, et de l 'homme limitent cependant la comparaison. 
L'implication directe de la présence du génome ou des protéines virales dans 
l'apparition d'un défaut dans les DC in vivo reste à démontrer. 
4. ARTICLE DE REVUE 
Tel que décrit dans les sections précédentes, l'infection par le VHC s'accompagne de 
la perte de la capacité des lymphocytes T mémoires à contrôler la réplication virale; 
les causes de cet état dysfonctionnel ne sont pas encore bien comprises. Plusieurs 
travaux récents ont montré que les DC présentant des voies de signalisation 
compétentes via les TLR sont les initiateurs qui fournissent toutes les interactions 
costimulatoires nécessaires au bon contrôle du sort des cellules T naïves lors de leur 
activation et de la génération d'une mémoire immunitaire fonctionnelle (299, 447-
449, 527). À titre d'exemple, les résultats de l'équipe de Medzhitov (527) avec des 
souris Myd88-1-, soit l'incapacité de transmettre un signal de danger via les TLR, 
soulignent l'importance qu'a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les 
MDC dans l'activation des CD4+ (258). À l'aide de l'article de revue qui suit, nous 
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allons illustrer en quoi les DC détiennent un rôle clé dans l'initiation des réponses 
adaptatives anti-VHC et comment la persistance virale semble due au désamorçage 
de leur capacité à activer l'immunité acquise de l'hôte via une interférence avec leurs 
TLR reconnaissant les PAMP du VHC. Celles-ci viennent à être ciblées par le VHC 
et se retrouvent alors incapables de produire ou de maintenir à long terme des 
réponses mémoire anti-VHC protectrice. Ainsi, nous entendons contribuer au débat 
actuel sur le rôle controversé des DC, en les plaçant comme intermédiaire critique 
entre le VHC et la qualité des réponses acquises développées, une perspective 
jusqu'ici peu explorée, mais dont l'étude ne peut que continuer à révéler des indices 
concernant les mécanismes qui sous-tendent l'échec de l'immunité acquise à 
éradiquer l'infection chez l'être humain. Cet article a été soumis à la revue Médecine 
Sciences et est reproduit ici avec l'accord du co-auteur. 
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RÉSUMÉ 
L'infection chronique par le VHC s'avère un problème de santé publique d'une 
importance grandissante, affectant à ce jour 3% de la population mondiale. L'aide 
inadéquate des CD4+ VHC-spécifiques est très largement perçue comme responsable 
de l'échec des CDS+ à contenir l'évolution de cette infection vers sa forme chronique. 
Mais les différents mécanismes qui s'imbriquent chez l'hôte pour aboutir à l'échec de 
cette immunité CD4+ et permettre au VHC d'y établir une infection persistante sont 
peu compris. De façon générale, les virus qui désirent persister chez l 'hôte ne se 
comportent pas en tant qu'antigènes inertes une fois reconnus par les acteurs du 
système inné comme les cellules dendritiques (DC), lesquelles interagissent avec les 
lymphocytes T afin d'initier l'activation de la réponse CD4/CDS. D'ailleurs, les DC 
sont en effet un hôte viral pour le VHC qui, au lieu d'employer ces cellules comme 
réservoir de production, interfère activement avec leur capacité à capter des signaux 
de danger via leur Toll-like receptor (TLR) pour déjouer l'immunité innée. Des 
travaux récents ont, de plus, fait apparaître la nécessité qu'ont les acteurs du système 
inné de posséder des TLR fonctionnels pour générer une mémoire CD4+ protectrice. 
La perte de la réceptivité des TLR dans les DC infectées représenterait donc un 
mécanisme spécifique qui constituerait à lui seul un élément permettant de rendre 
compte de la perte de la mémoire CD4+ VHC-spécifique observée dans l'infection. 
INTRODUCTION 
Bien que l'infection au VHC soit l'une des maladies infectieuses chroniques les plus 
répandues, les mécanismes responsable de la persistance virale demeurent peu 
compris. La persistance peut dépendre de la qualité de la réponse immunitaire (50). 
Des preuves empiriques d'une dysfonction des CDS+ VHC-spécifiques proviennent 
d'études détaillées du phénotype, fondées sur des mesures de fluorescence des 
interactions tétramériques HLA/peptides du VHC réalisées au cours de l'infection 
chronique. Ces études ont noté dans une comparaison parallèle avec les CDS+ 
spécifiques pour d'autres virus comme ceux de l'influenza A, du cytomégalovirus 
(CMV) ou du virus d'Epstein Barr, que la réponse T cytotoxique (CTL) VHC-
spécifique, bien que régulièrement détectée, était peu différenciée et contenait des 
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nIveaux bien plus faibles de perforines dans les granules cytotoxiques (3). Ces 
anomalies dans la fonction des CD8+ peuvent être la conséquence d'une aide CD4+ 
antigène spécifique insuffisante, tel que documentée pour d'autres infections virales 
persistantes (54). Aussi, chez le chimpanzé et chez l'être humain, la réponse précoce 
VHC-spécifique CD4+ est fortement corrélée avec l'éradication virale alors que la 
persistance de la virémie est positivement corrélée à la perte des effecteurs CD4+ (16, 
18). Il n'est pas impensable que l'insuffisance de cette réponse soit en partie 
directement liée à la qualité des signaux activateurs transmis par les cellules 
dendritiques (DC). Les DC sont les seules présentatrices d'antigènes professionnelles 
du système inné en mesure d'activer une réponse primaire à partir des cellules T 
naïves et de conduire à l'établissement d'une mémoire immunologique CD4+ 
compétente (26). L'inhibition des fonctions de l'immunité innée, qui intervient 
rapidement contre les envahisseurs externes suite à la reconnaissance de motifs 
conservés et portés par ces pathogènes (P AMP), est un mécanisme connu par lequel 
les virus éludent les défenses adaptatives pour persister chez l'hôte. Par conséquent, 
un dysfonctionnement du rôle des DC dans le cadre de l'infection VHC 
compromettrait la qualité des CD4/CD8 qui réagissent contre les antigènes viraux du 
VHC. 
Les données in vivo justifiant cette position sont peu nombreuses. Le rôle 
physiologique de ces cellules dans l'infection a été surtout inféré par l'étude de 
cohortes hétérogènes avec des systèmes de dérivation in vitro des DC (Mo-DC), dont 
les résultats se sont avérés non concluants. Plusieurs équipes de chercheurs ont en 
effet suggéré que les fonctions de présentation d'antigène des DC ne sont pas 
compromises et que les défauts observés sont plutôt une conséquence passive de 
pathologies secondaires émanant d'une virémie plasmatique élevée (34, 36, 37, 44, 
47). De plus, sur la base des données expérimentales obtenues par ce type d'études, 
les DC ne peuvent bénéficier du qualificatif de réservoir puisqu'il n'y a pas 
d'arguments pour affirmer qu'il existe, dans ces sites, une population virale 
autonome, distincte de celle présente dans la circulation générale. Les niveaux 
d'infection des DC sanguines isolées de patients chroniquement infectés au VHC sont 
évalués entre 0.1% à 1% (13); cependant, même des niveaux de moins de 1% sont 
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capables d'affecter la stimulation antigène-spécifique dans une infection VIH (19,20). 
Aussi, l'existence d'un réservoir qui exercerait une pression inhibitrice sur la fonction 
des DC est devenue une hypothèse plus ou moins écartée. Néanmoins, la présence 
d'ARN viraux du VHC ainsi que sa matrice de réplication ont été détectés parmi les 
DC isolées de patients chroniquement infectés (6, 17,58). 
Aussi, notre exposé poursuit trois objectifs: en premier lieu, illustrer comment les DC 
sont au cœur des relations qui façonnent l'immunité adaptative; deuxièmement, 
mettre en évidence les nombreuses données expérimentales en faveur d'une 
interaction virus-hôte négative entre les DC et le VHC; enfin, montrer que 
l'hypothèse postulant l'existence d'un défaut sélectif aux DC ciblées par le VHC rend 
compte adéquatement des données expérimentales disponibles en ce qui à trait à 
l'absence d'immunodéficience généralisée chez les patients infectés (principale 
critique levée contre celle-ci) et permet d'expliquer en partie l'échec spécifique du 
système adaptatif à contrôler l'infection au VHC chez l'être humain. 
Les cellules dendritiques: au carrefour de l'immunité innée/adaptative 
Les DC sont des leucocytes rares (0.2-0.5% dans le sang) et dont la fonction première 
est d'assurer la présentation d'antigènes aux lymphocytes T à titre d'initiateur de la 
réponse immunitaire spécifique (adaptative). Elles sont des acteurs primordiaux de 
par leur situation à l'interface entre l'immunité innée et adaptative: elles expriment 
les Tol/-like receptor (TLR, composante innée) dont l'activation, via certains signaux 
de danger codés par des agents infectieux, initie et oriente la réponse adaptative (27). 
Il existe diverses sous-populations de DC chez l'être humain, caractérisées par des 
fonctions distinctes. Ainsi distingue-t-on deux grands types de DC: les 
plasmacytoïdes (PDC) et les myéloïdes (MDC). Les PDC circulent en périphérie sous 
forme d'un contingent cellulaire spécialisé dans la sécrétion rapide d'IFN de type l 
après stimulation via les TLR7 et TLR9 par un virus (23). Pour leur part, les MDC 
circulants dans le sang déploient un éventail bien plus large de TLR pour alerter 
l'hôte quant à la présence d'agents pathogènes (virus, bactérie). Les MDC sont 
surtout représentées dans les tissus d'interface avec le monde extérieur. Dans ces 
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positions de sentinelles, les MDC sont dites immatures, reflétant leur spécialisation 
en phagocyte capturant les antigènes. Après avoir été exposées aux signatures P AMP, 
elles subissent un processus de maturation qui les équipent pour interagir 
efficacement avec les lymphocytes T et activer une réponse naïve (primaire). Les 
PDC ne sont pas essentielles pour ce qui relève de l'initiation des réponses primaires, 
étant plutôt spécialisées dans la modulation de la force, de la durée et de la qualité des 
réponses déjà engagées par les MDC (9). Ce contrôle coordonné fournit au système 
immunitaire une plus grande flexibilité quant à la forme des réponses adaptatives qui 
se développent (TH liT H2). En contrepartie, puisqu'elles constituent un maillon clé de 
l'induction de la réponse immunitaire qui limite l'infection au VHC, elles sont 
susceptibles d'être activement ciblées par les stratégies d'évasion mises en place par 
ce VIruS. 
Les cellules dendritiques en tant que cibles du VHC 
Depuis la parution de l'étude de Hiasa et al. (21), les DC ont pris de l'importance en 
tant qu'acteur et cible probable du VHC. Cette étude préliminaire indique l'existence 
d'une inefficacité allostimulatrice associée à une réduction du niveau d'expression 
d'IL-I2 dans des DC exprimant des protéines virales du VHC. L'IL-I2 est une 
interleukine hétérodimérique formée par l'association covalente des chaîne légères a 
(p35) et lourdes ~ (p40) nécessaire à l'accumulation in vivo d'une mémoire effectrice 
CD4+ THI capable de secréter de l'IFN-y (57). Quelques travaux ont montré que la 
capacité allostimulatrice des Mo-DC de sujets virémiques non traités était inhibée, 
contrairement à celle de donneurs avirémiques traités aux IFN-a2 ou sains (4, 6,29). 
Une réduction des fonctions stimulatrices des MDC sanguines est d'ailleurs rapportée 
chez les cas chroniques sans régime antiviral qui présentent des MDC synthétisant, 
lors de l'activation par les TLR, des quantités insuffisantes d'IL-I2 (2, 30). Aussi, la 
présence de MDC dysfonctionnelles pourrait être directement impliquée dans le 
déclin des CD4+ et CD8+ VHC-spécifiques in vivo. L'observation d'une corrélation 
positive entre l'IL-I2 produit par les MDC et la fréquence d'effecteurs CD4+ VHC-
spécifiques chez des sujets virémiques (2, Il) est en accord avec cette idée. 
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En ce qui concerne l'interaction soupçonnée entre le VHC et les DC, de récents 
travaux suggèrent qu'elle pourrait être amorcée par l'internalisation par endocytose du 
VHC à partir du milieu extracellulaire par le biais de la lectine CD209 exprimée qu'à 
la surface des DC (45). L'importance de CD209 en tant que récepteur viral spécifique 
est soulignée par le fait qu'il lie les motifs N-glycanes riches en mannose de plusieurs 
autres protéines d'enveloppe virale dont notamment la gpl20 du VIH (15). Une série 
d'arguments d'ordre taxonomique et empirique viennent aussi renforcer la notion que 
ce virus hépatotropique puisse démontrer in situ un tropisme pour les MDC. 
Notamment, l'infection des Mo-DC, via l'endocytose médiée par le récepteur CD209, 
permet la réplication virale d'un flavivirus apparenté (virus de dengue) dans ces hôtes 
cellulaires (56). De plus, dans le cas du VHC, des études confirment in vitro le rôle 
des lectines de type C mannose-spécifique dans l'entrée du virus et la réplication dans 
des MDC (l, 28, 39). Ces observations démontrent le rôle que peut exercer les 
lectines comme CD209 dans le tropisme cellulaire du VHC et permet d'étayer 
l'hypothèse sur la nature infectieuse de l'interaction entre les DC et le VHC. 
L'association entre le VHC et un défaut de présentation antigénique est désormais 
largement documentée. Certaines études rapportent même l'implication directe d'une 
infection et l'expression des protéines du VHC dans l'apparition de ce défaut (48,58). 
Ces observations sont cohérentes avec la détection du génome viral réplicatif dans les 
DC circulantes. Si un certain consensus s'établit quant à la présence d'ARN viraux 
dans les DC de sujets virémiques, la conséquence immunologique de la détection de 
ces séquences demeure ambiguë. De fait, les deux phénomènes, circulation de DC 
infectées et chronicité, sont en effet corrélés mais non strictement interdépendants. 
Dans certains cas, par exemple chez les chimpanzés et dans une moindre mesure chez 
l'être humain, la circulation de DC infectées et dysfonctionnelles peut être 
indétectable alors que la virémie plasmatique demeure paradoxalement très élevée 
(34, 46, 47). Toutefois, dans la majorité des cas chez l'être humain, la présence du 
génome du VHC dans les DC, mesurée avec les techniques sensibles de RT-PCR, est 
corrélée au profil résolutif (7, 46) et sa diminution sous traitement IFN-a2 est 
associée à une restauration des fonctions allostimulatrices de ces cellules (59). 
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Détournement de la transduction des signaux de danger captés par des TLR 
dans les cellules dendritiques ciblées par le VHC 
Les TLR sont des récepteurs transmembranaires pour lesquels le domaine 
extracellulaire est composé de séquences répétées riches en leucine qui reconnaissent 
sélectivement les signaux d'alerte codés par divers pathogènes, les PAMP. Les TLR 
jouent un rôle central dans la reconnaissance des pathogènes par les DC et l'initiation 
subséquente des réponses immunitaires contre ceux-ci (49). Ainsi, le TLR4 
(membranaire) détecte l'endotoxine lipopolysaccharide de la paroi des bactéries 
GRAM négatives et le TLR3, de localisation endosomale, reconnaît les ARN 
bicaténaires produits lors d'événements de réplication d'un génome viral dans une 
cellule infectée (55). Récemment, le TLR4 a été décrit comme un récepteur qui 
reconnaîtrait également des glycoprotéines virales telle la protéine de fusion F du 
virus respiratoire syncitial (33). L'engagement de ces deux TLR conduit à l'activation 
des facteurs de transcription NF-KB et IRF3 permettant la production des cytokines 
inflammatoires et des IFN de type 1 (IFN-a/~) qui sont nécessaires à l'initiation de la 
réponse adaptative par les DC (12) (voir figure 8). Effectivement, l'invalidation des 
adaptateurs spécifiques à ces TLR conduit à des anomalies de fonctionnement de 
l'immunité innée en lien avec l'activation du système adaptatif chez la souris. 
L'observation que les DC issues de souris Myd88+ (41), Trafo/- (31), Tram -/- (62) 
et Trlf/- (61) sont défectueuses dans leur capacité à sécréter des cytokines (IL-12, 
TNF-a) et à stimuler une réponse antigène spécifique, alors que l'expression des 
molécules de co stimulation est inchangée, montre l'incapacité que ces cellules ont à 
potentialiser l'activation fonctionnelle de CD4/CD8 en l'absence d'une signalisation 
médiée par les TLR (51). Puisque la signalisation via ces TLR paraît donc centrale à 
l'induction des gènes antiviraux, à l'apprêtement et à la présentation d'antigènes (en 
régulant la maturation des phagosomes (8)), ainsi qu'à la génération de réponses T 
compétentes, plusieurs stratégies virales de rétro contrôle négatif ont pu être mises en 
œuvre pour éviter l'effet de la reconnaissance d'un PAMP viral par la famille des 
TLR (22). 
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Plusieurs moyens d'inhibition du TLR3 ont été décrits récemment pour le VHC; ce 
récepteur détecte l'ARN du VHC. L'un d'eux fait intervenir le ciblage protéolytique 
de l'adaptateur TRIF en Cys372 par l'activité protéase de la NS3/4A (35). La 
production d'IFN-~ après stimulation par le TLR3 ou TLR4 requiert la protéine TRIF 
qui sert d'adaptateur pour recruter TBK1, une kinase responsable de l'activation 
d'IRF3. D'ailleurs, l'IFN-~ est l'un des principaux agents antiviraux de l'immunité 
innée contre le VHC (43). Un autre moyen fait intervenir la région hélicase de la NS3 
qui entre en compétition directe avec IRF3 pour sa liaison à TBK1, empêchant ainsi 
la dimérisation et la phosphorylation d'IRF3 par cette dernière (40). Il semblerait 
alors que l'un des rôles physiologiques de la protéase NS3/4A dans des cellules 
infectées soit de prévenir l'induction d'IFN-~ suite à la phosphorylation et 
l'activation d'IRF3 par la voie TRIF-dépendante du TLR3. Les signaux découlant de 
la reconnaissance des IFN de type 1 (a/~) sont exigés pour l'activation des DC après 
l'engagement du TLR3 ou du TLR4. En effet, les DC issues de souris IfnaRr/- (14), 
Trif/- ou porteuse d'une protéine TRIF mutée ne produisent pas d'IL-12 et de TNF-a 
en réponse au TLR3 et TLR4 (24,61), montrant que l'utilisation auto cri ne de l'IFN-~ 
produit par la voie TRIF-dépendante est exigée pour l'induction de ces cytokines 
dans ces cellules. Nous avons démontré que les niveaux d'expression d'IL-12 et de 
TNF-a suivant l'engagement du TLR3 et du TLR4 sur les MDC corrèlent 
négativement avec les niveaux d'ARN génomique du VHC présent dans les DC 
circulantes de patients virémiques (46). L'atténuation de la réponse innée n'est pas 
corrélée avec des déficits dans la fréquence des MDC chez ces patients ni avec la 
virémie. Combinées, nos données indiquent que les interactions virus-hôte entre le 
VHC et les MDC et la perte de fonction des TLR utilisant l'adapteur TRIF ne sont 
pas des phénomènes indépendants. D'autres recherches ont confirmé que les MDC 
ont des réductions importantes de leur capacité à synthétiser l'IL-12 dans le contexte 
de l'infection au VHC après engagement du TLR3 et plus récemment du TLR4 (2, 5, 
Il ). 
Ces résultats montrent qu'il y a un lien entre la réceptivité des MDC à ces TLR et la 
détection quantitative du génome viral, suggérant que certaines protéines virales 
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interdisent de manière sélective aux sIgnaux de danger d'être convenablement 
transmis par la voie TRIF-dépendante dans des MDC ciblées. Un tel phénomène n'est 
pas s'en rappeler l'infection par le virus de la vaccine pour lequel la protéine A46R, 
produit lors du cycle de réplication dans les DC, est connue pour être un antagoniste 
des cascades de signalisation du TLR3 et du TLR4 en interdisant l'induction des 
gènes TRIF-dépendant (52). Gautier et al. (14) ont montré récemment que les DC 
déficientes pour des composants essentiels pour les signaux d'IFN de type 1 (i.e. la 
molécule effectrice Statl-I-) produisaient des quantités réduites d' IL-12 après 
stimulation par le TLR3 et le TLR4 contrairement à celles issues de souris sauvages. 
Tout porte à croire que cet engagement des TLR sur les DC mène à l'expression 
endogène d'IFN de type 1 qui, une fois sécrété, synergise avec NF-KB pour obtenir la 
production optimale de certaines cytokines pro-inflammatoires. Ainsi, les 
caractéristiques fonctionnelles des DC humaines contenant de l'ARN du VHC, 
évoque la possibilité intéressante que le VHC pourrait invalider cette boucle 
régulatrice en faisant intervenir l'expression de la NS3/4A et d'autres protéines 
virales suite à une infection des MDC. 
L'effet d'une infection VHC des cellules dendritiques sur la réponse adaptative 
Les antigènes qui sollicitent le système immunitaire dans des conditions d'absence de 
signaux de danger résulte en une anergie, un épuisement fonctionnel et/ou une 
élimination clonale (au moins des clones les plus affins) de la réponse cellulaire T qui 
aboutit, dans tous les cas, à un état de tolérance vis-à-vis de l'antigène reconnu (38, 
53). Donc, le phénotype affiché par les MDC contenant du VHC pourrait convertir 
une rencontre avec une cellule T en un événement de tolérance; c'est là l'issue qui 
caractérise la présentation antigénique dans des souris· Myd88-1- et Trafol- qui sont 
incapables de produire des cytokines inflammatoires à la suite de l'engagement de 
leur TLR (31, 41). Cette tolérance périphérique est strictement spécifique de 
l'antigène et récessive, c'est-à-dire qu'elle ne concerne que les cellules T qui ont 
effectivement reconnu des peptides sur des DC inactives. Aussi, nous pouvons 
avancer que ce mécanisme d'évasion de la détection par les TLR dans les MDC est 
l'une des stratégies exploitées par ce virus pour induire l'effondrement des réponses 
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CD4/CDS VHC-spécifique sur lesquelles repose la protection et, ainsi, favoriser sa 
persistance chez l'hôte. D'ailleurs, Pasare et al. (42) ont démontré que l'expression de 
cytokines via les TLR chez des DC n'est requise que pour la différenciation de 
cellules naïves en mémoire CD4+, et non pour l'activation d'une mémoire déjà 
établie. L'inhibition de la transcription de gènes TLR-inductibles comme l'IL-12 et le 
TNF-a dans des MDC ciblées par le VHC (les mêmes qui présentent des antigènes du 
virus) suggèrent que celles-ci sont probablement défectueuses in vivo dans leur 
capacité à potentialiser une réponse naïve VHC-spécifique qui conduit à l'élaboration 
d'une mémoire fonctionnelle de longue durée (mémorisation). La capacité des PDC à 
activer la mémoire antigène spécifique, alors qu'elles demeurent moins efficaces que 
les MDC dans l'activation de T naïves, notamment vis-à-vis des CD4+ (32), fournit 
une explication aux observations précédentes faisant cas de la préservation des 
réponses mémoires aux autres virus tels que le CMV (36, 50) et ce, malgré une 
mémorisation déficitaire dans les individus infectés au VHC (25, 60). Cette idée se 
trouve appuyée par la démonstration que les PDC sont fonctionnelles (10) et se 
révèlent n'être qu'un hôte viral incompétent pour le VHC par opposition aux MDC, 
qui intériorisent le virus et exécutent les étapes préliminaires dans la réplication du 
génome (28). Ainsi le VHC peut échapper à la réponse immune dirigée contre ses 
antigènes, sans toutefois induire une immunosuppression généralisée. 
CONCLUSION 
En résumé, les données accumulées dans la littérature jusqu'à ce jour suggèrent que 
le VHC exerce des effets inhibiteurs profonds sur le fonctionnement des MDC 
infectées, freinant peut-être le développement d'une immunité adaptative efficace. 
Les données publiées soutiennent l'idée d'un mécanisme d'évasion immunitaire qui 
n'interfère qu'avec les fonctions des cellules ciblées, celles-là même qui présenteront 
les antigènes du VHC aux lymphocytes. Sur la base de la littérature exposée ici, nous 
avons présenté un mécanisme plausible et spécifique expliquant en quoi les DC 
ciblées par le VHC sont incapables de répondre à des signaux de danger captés par 
les TLR de façon à produire et maintenir à long terme des réponses mémoire CD4+ 
VHC-spécifiques, sans quoi de nouvelles réponses CDS+ ne peuvent être générées 
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contre des mutants d'échappement. Ainsi, il apparaît pertinent de replacer les DC 
comme intermédiaires critiques entre le VBC et la qualité des réponses CD4/CDS 
développées. 
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ABSTRACT (ANGLAIS) 
BCV chronic infection is proving a public health problem of growing importance, 
affecting to this day 3% of the world's population. The inadequacy and loss ofBCV-
specifie CD4+ help is widely perceived as the sole factor responsible for the failure of 
CDS+ cells to afford protection against the highly mutable BCV genome. But the 
different mechanisms that are operating within the host to result in the failure of the 
adaptive immunity and allow BCV to establish persistent infection remain elusive. As 
a general rule, viruses that persist within the host do not behave as inert antigens once 
they are recognized by actors of the innate immune system such as dendritic cells 
(OC), which are called upon to interact with T lymphocytes in order to initiate the 
activation of an acquired response to a foreign antigen. This review discusses the 
concept that BCV infection of peripheral DC in humans exerts an inhibitory pressure 
on BCV -specifie innate responses. It proposes that DC constitute an immunologically 
relevant cellular viral host actively targeted by BCV and that this targeting disrupts 
TLR-dependent signaling pathways in these infected cells to foil innate immunity. 
The necessity of having functional TLR signaling pathways for full DC activation 
and generation of T cell memory responses has emerged recently. The loss of TLR-
responsiveness in infected DC would represent therefore a specifie mechanism to 
possibly account for the failure of infected subjects to generate and maintain BCV-
specifie memory responses. 
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Figure 8. Voies de signalisation des TLR3 et TLR4. Ces cascades d'événements 
signalétiques aboutissent à l'activation des facteurs transcriptionnels NF-KB et IRF3 
qui permettent la transcription des cytokines inflammatoires (lL-6, IL-12 et TNF-a) 
et de l'IFN-~ respectivement. MyD88 est recruté au niveau du domaine cytosolique 
TIR du TLR4 et active une cascade de phosphorylation impliquant les kinases IRAK-
1/4 qui amplifient le message en s'associant à la E3 ligase TRAF6, menant à 
l'activation de TAKI et du complexe NEMO (lKKy)-IKKa/~ (4,348). La finalité de 
la voie MyD88-dépendante est que IKBa soit phosphorylé à la Ser32 pour induire sa 
dégradation par le protéasome, ce qui permet la translocation nucléaire de NF-KB et 
la transcription de gènes pro-inflammatoires telles l'IL-6, l'IL-8, l'IL-12, le TNF-a, 
le CCL5 et le CCL3. La voie TRIF-dépendante (partagée par le TLR3 et le TLR4) est 
spécialisée dans l'expression d'IFN-~ par la dimérisation du facteur transcriptionel 
IRF3 suite à sa phosphorylation par les kinases TBKlIIKKE. L'expression d'IFN-~ 
est à l'origine d'une boucle autocrine: il se lie à son récepteur IFNAR puis active 
STA Tl conduisant à l'expression de gènes codant notamment pour les molécules 
pro-inflammatoires. La NS3/4A protéase du VHC cible protéolytiquement 




































s. Objet de la thèse 
Nous avançons l'hypothèse que les MDC (qui expriment le TLR3) sont un hôte viral 
pour le VHC qui, au lieu d'employer ces cellules comme réservoir de production, 
interfère activement avec leur capacité à capter des signaux de danger via les PRR 
connus pour reconnaître le VHC. Cette interférence avec la fonction innée des MDC 
aurait pour conséquence d'affaiblir la qualité de la mémoire CD8+ VHC-spécifique. 
Or, la caractérisation de tels réservoirs extrahépatiques au sein des DC demeure 
d'actualité puisque nous ignorons toujours la nature définitive de l'interaction 
particulière du virus avec les DC circulantes et s'il y a, à proprement dit, 
établissement d'une interaction physique qui pourrait exercer une conséquence 
négative sur leurs fonctions. L'implication directe de la présence du génome viral 
dans l'apparition d'un défaut in vivo reste d'ailleurs à démontrer formellement. 
L'objectif de cette thèse est donc de quantifier et de caractériser moléculairement 
l'interaction du VHC avec les DC du sang afin de clarifier notre compréhension de 
leur rôle dans sa persistance chez l 'hôte infecté. L'approche expérimentale utilisée a 
fait appel au qRT-PCR en temps réel, à des antiviraux VHC spécifiques (protéase et 
polymérase) ainsi qu'à la cytométrie en flux pour démontrer qu'il y a constitution 
d'un réservoir important au plan immunologique chez les MDC isolées directement 
de patients chroniquement infectés. Les résultats de ces travaux font l'objet des 
prochains chapitres. 
CHAPITRE II 
ARTICLE SCIENTIFIQUE 01 
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CONTEXTE ET PORTÉE 
L'article scientifique qui suit fait état des résultats obtenus en lien avec la 
caractérisation d'un réservoir d'importance immunologique qui se constitue dans les 
MDC périphériques chez des patients virémiques sans thérapie antivirale. Cet article 
a été publié en 2007 dans la revue Journal of Virology et est reproduit ici avec 
l'accord des éditeurs de cette revue ainsi que celle des co-auteurs. 
Présence de constituants viraux parmi les De circulantes isolées de patients 
virémiques. 
Pour valider le concept d'un réservoir viral au sein des DC qui perturberait leurs 
fonctions, nous avons commencé avec la démonstration préalable que les PBMC 
contiennent de l'ARN du VHC: en utilisant une méthode quantitative de détection de 
la région 5' conservée du génome viral par RT-PCR en temps réel nous avons 
détectés des molécules d'ARN génomiques du VHC dans 89% (24/27) des 
échantillons de PBMC analysés (Tableau 4, données supplémentaires en Annexe). 
Par la suite, des populations de DC sanguines pures (~ 98%) ont été isolées à partir 
des PB MC de patients VHC-séropositifs contenant de l'ARN (n=X), mis en culture 
pour moins de 16 h, triés par cytométrie en tant que compartiment cellulaire CMH-
n+CDT14-19- et analysées par qRT-PCR pour la quantification d'ARN viral afin de 
déterminer si les DC sont ciblées par le VHC. La détection ex vivo d'ARN du VHC 
dans les DC périphériques (Figure 9 et tableau 4) est conforme aux observations 
montrant que ce compartiment cellulaire contient sans ambiguïté le virus in vivo 
(11,14). Notamment, nous montrons pour la majorité des patients que les DC 
contiennent la charge virale intracellulaire la plus élevée (5.07 IOglO copies d'A RN 
par 106 cellules, 4.25-5.80) de toutes les sous-populations analysées (monocytes, B et 
cellules T). Nous n'avons trouvé aucune corrélation linéaire entre la charge virale 
(variant de 0.09-5.5 x106 lU/ml) et les niveaux d'ARN viral mesurés par cellule 
(Tableau 4), ce qui vient confirmer que ce paramètre est indépendant de la virémie 
(12). Ainsi, la présence des plus hauts niveaux d'ARN du VHC dans les DC 
relativement à ceux quantifiés dans les échantillons originaux de PBMC (P<O.OOl), 
soulignent que ces cellules sont l'un des sites d'interaction physique préférentiel du 
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virus dans la périphérie, avec le potentiel de constituer un hôte cellulaire important si 
cette interaction devait inhiber l'activation de la réponse innée dans ces mêmes 
patients virémiques. 
Atténuation de la réponse au poly(l:C) et LPS dans les DC de patients virémiques: 
conséquence de la présence d'ARN génomiques du VHC. 
Conséquemment, nous avons tenté de déterminer si l'ARN du VHC détecté exerçait 
une influence sur la transduction des signaux provenant des récepteurs TLR3 (poly 
I:C) et TLR4 (LPS) par analyse cytométrique des profils d'expression de multiples 
cytokines et chémokines (IL-6, IL-12, TNF-a et CCL3) produites par les MDC 
(CD14-33+HLA-DR+) du sang. Il faut rappeler que TRIF, l'adapteur TIR utilisé par 
ces deux TLR, est dégradé par la NS3/4A du VHC dans les réplicons Huh7 (voir 
chapitre I). Pour ce faire, des échantillons provenant de 14 sujets virémiques et deux 
sujets avirémiques ont été analysés en parallèle par cytométrie intracellulaire à six 
couleurs et quantifiés pour leur contenu en ARN viral afin d'établir que la 
désensibilisation des TLR étudiés est restreinte aux patients virémiques donnant un 
signal positif en qRT-PCR, correspondant donc à la présence d'ARN viral dans les 
DC. Les niveaux d'expression d'IL-12 et de TNF-q, suivant l'engagement des deux 
TLR analysés corrèlent significativement avec la détectabilité d'A RN viral dans les 
DC (p=O.004, figure lOA, panneaux de droite). C'est apparent dans le fait que 6/6 
patients (P24, P25, P28, P3l, P33 et P35) avec des niveaux bas en ARN VHC (:::;104 
copies) ont montré des profils de cytokine normaux comparativement à 7/7 patients 
(P06, P20, P23, P27, P29, P30 et P32) dans lesquels les faibles réponses ont été 
associées à de très hauts niveaux d'ARN (~105 copies). Par ailleurs, les niveaux 
d'expression en IL-6 et CCL3 pour les deux sous-groupes cliniques étaient similaires 
à ceux observés pour les donneurs sains (Figure lOB). L'atténuation de la réponse 
n'est pas corrélée avec des déficits dans la fréquence des MDC chez ces patients 
(Figure 13). Pris ensemble, ces données indiquent que des interactions virus-hôte 
entre le VHC et les DC et la perte de fonction des TLR ne sont pas des phénomènes 
indépendants. Cela suggère que les DC constituent un hôte viral cellulaire d'une 
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importance immunologique activement ciblé par le VHC. Toutefois, l'implication de 
cela dans le maintien de la persistance virale n'est pas claire. 
Conclusion 
Les données accumulées suggèrent que le VHC exerce des effets inhibiteurs profonds 
sur le fonctionnement d'un nombre restreint de MDC de patients virémiques (Figure 
12), freinant ainsi peut-être le développement de l'immunité adaptative. Cette étude 
est la première à rapporter une interaction quantitativement importante entre le VHC 
et les DC du sang, interaction qui soutient activement un mécanisme d'évasion 
immunitaire qui n'interfère qu'avec les fonctions des cellules ciblées. Nous avons 
démontré que la perte de l'expression d'IL-12 et de TNF-a suivant l'engagement des 
TLR3 et TLR4 corrèlent significativement avec les niveaux d'A RN génomique du 
VHC dans les DC de patients virémiques. Ces résultats montrent qu'il y a un lien 
entre la réceptivité des MDC à ces ligands TLR et la détection du génome viral, 
suggérant la possibilité que certains éléments viraux interdisent aux signaux de 
danger d'être convenablement transmis par la voie TRIF -dépendante des TLR3 et 
TLR4 dans des MDC ciblés. La NS3/4A serait peut-être impliquée dans le 
développement de ces défauts puisqu'elle cible protéolytiquement l'adaptateur TRIF 
en Cys372 (20). 
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ABSTRACT 
The role of peripheral dendritic cells (DCs) in hepatitis C virus (HCV) infection is 
unc1ear. To detennine if persistent infection exerts an inhibitory pressure on HCV-
specific innate responses, we analyzed DC function in blood through quantification of 
cell-associated HCV RNA levels in conjunction with multiparametric flow cytometry 
analysis of pathogen recognition receptor-induced cytokine expression. Independently 
of the serum viral load, fluorescence-activated cell sorter-purified total DCs had a 
wide range of cell-associated HCV genomic RNA copy numbers (mean IOglO, 5.0 per 
106 cells; range, 4.3 to 5.8). Here we report that for viremic patients with high viral 
loads in their total DCs, the myeloid DC (MDC) subset displayed impaired expression 
of interleukin-12 (IL-12) and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) but nonnal IL-6 or 
chemokine CCL3 expression in response to poly(l:C) and lipopolysaccharide (LPS). 
IL-6-expressing cells from this subgroup of viremic patients demonstrated a 
significant increase (sixfold more) in TNF-a- IL-IT cell frequency compared to 
healthy donors (mean, 38.8% versus 6.5%; P < 0.0001), indicating a functional defect 
in a subpopulation of cytokine-producing MDCs (~6% of MDCs). Attenuation of 
poly(l:C) and LPS innate sensing was HCV RNA density dependent and did not 
correlate with viremia or deficits in circulating MDC frequencies in HCV -infected 
patients. Monocytes from these patients were functionally intact, responding nonnally 
on a per-cell basis following stimulation, independent of cell-associated HCV RNA 
levels. Taken together, these data indicate that detection of HCV genomic RNA in 
DCs and loss of function in the danger signal responsiveness of a small proportion of 
DCs in vivo are interrelated rather than independent phenomena. 
INTRODUCTION 
Hepatitis C virus (HCV) chronic infectious disease is proving to be a public health 
problem of growing importance. The inadequàcy and loss of HCV -specific CD4+ T-
cell help are widely perceived as the principal factors responsible for the failure of 
CD8+ T cells to afford protection against the highly mutable HCV genome (13, 41). 
Nonetheless, the precise mechanisms operating within the host which result in the 
failure of CD4+ T -cell immunity and allow HCV to establish persistent infection have 
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remained enigmatic (38). In this regard, the role of CDllchi myeloid dendritic ce11s 
(MDCs) is of interest because these peripheral antigen-presenting ce11s display 
extraordinary capacities to link innate and adaptive immunity (18). Indeed, diphtheria 
toxin-based in vivo depletion of CD Il c + DCs abrogates priming of T ce11s in response 
to infectious pathogens in otherwise immunocompetent mice (19). Despite careful 
execution of experiments, the exact contribution of MDCs to any individual aspect of 
HCV immunity remains controversial. 
It has been reported that CD4+ T-ce11 activation (a11ogeneic responses) is decreased in 
HCV -viremic patients (3, 21, 42). This is corrected upon clearance of ce11-associated 
viral RNA from MDCs after 4 weeks of ribavirinlalpha interferon (IFN-a) antiviral 
therapy (43), indicating that weak HCV -specific CD4+ T -ce11 responses are perhaps 
due to defects in DC-mediated innate immune functions. In contrast, other 
observations (26) have been taken to indicate that the deficiency in HCV -specific 
CD4+ T -ce 11 activity is not attributable to virus-induced dysfunctions in these ce11s or 
their precursors (DC independent), ev en though DC-derived signaIs may be essential 
for the T-ce11 activation function itself. Accordingly, the use of in vitro cytokine-
driven culture systems for chronic infection is reported to result in functiona11y intact 
CD14+ rrionocyte-derived DCs (albeit to various degrees in different studies) (24, 26, 
32, 35). However, it has remained equa11y likely that the DC population in question 
was generated from nondefective precursors in the in vitro system, as these studies 
demonstrated the potential for functional DC development from monocytes rather 
than the existence of functional DC subsets in the periphery. The seemingly 
paradoxical conclusions drawn from those observations highlight the importance of 
carrying out functional measurements on ce11s with minimal manipulation. Most of 
the relevant studies presumed an equivalent function of the peripheral counterparts, a 
hypothesis supported by data showing that tumor necrosis factor alpha (TNF-a)-
activated MDCs from viremic patients are functiona11y competent, with a CD4+ T -ce 11 
clonaI expansion capacity equal to that of healthy donors (27). While that finding 
indicates that TNF receptor signaling is not affected in peripheral MDCs, the extent 
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of activation of these cells in response to multiple innate inputs known to relay 
distinct danger signaIs (e.g., Toll-like receptors [TLRs]) remained unexplored. 
ln vivo, the requirement that DCs directly recognize a pathogen-specific molecule to 
effectively induce the efferent functions ofhelperCD4+ T ce Us after activation cannot 
be replaced by inflammatory cytokines (e.g., TNF-a) (39). TLR3, -7, and -8 
expressed on MDCs act principally as viral sensors, recognizing, in a replication-
independent way, conserved molecular motifs in virus genomic RNA (1, 14,23). The 
signaIs that originate from these TLR sensors are those required to drive antigen-
specific CD4+ T-helper-cell differentiation in vivo (31, 36, 37, 45). Recently, one 
study reported that reduced TLR3-induced interleukin-12 (IL-12) production 
correlated with lower frequencies of HCV -specific CD4+ T -cell help in viremic 
patients (2). Notably, HCV NS3/4A serine protease can function as an antagonist of 
TLR3-dependent innate sensing through its ability to specifically target its signaling 
adaptor, TRIF, for proteolytic cleavage (25). Inhibition of this protease activity 
enab1es ho st recognition of HCV RNA (9, 40). Loss of TLR3 sensing, as reported by 
Anthony et al. (2), may therefore relate to the ability of HCV to physically interact 
with MDCs and cause disruptions of TLR-mediated innate recognition of HCV 
components in these cells. However, in vivo data substantiating this view are scarce, 
as the function of TLRs in innate immunity with respect to HCV has not been studied 
extensively. 
For this study, we took advantage of a sensitive and precise multiparametric flow 
cytometry assay based on the induction of intracellular cytokines after very short-term 
(6-hour) stimulation of Golgi transport-inhibited DCs with TLR agonists and 
readdressed the question of whether innate functions of MDCs are intact in HCV-
positive subjects. We report the attenuation of poly(I:C) (TLR3) and 
lipopolysaccharide (LPS) (TLR4) innate sensing potential in a sm aU proportion of 
CD 14- CD33+ major histocompatibility complex class II -bright (MHC-IIbr) cytokine-
producing MDCs from viremic patients, as long as the total DCs in those patients 
contained high levels of cell-associated HCV genomic RNA G~5.0 IOglO copies per 
106 cells). These results provide the first clear evidence of an association between 
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HCV and a loss of function of the danger signal responsiveness of MDCs in the 
presence of ongoing viremia. 
(This work was carried out as partial fulfillment of I.G. Rodrigue-Gervais' Ph.D. 
thesis at the Université de Montréal, Montréal, Québec, Canada.) 
MATERIALS AND METHODS 
Patients and control individuals. Blood samples were obtained from 18 HCV-
infected patients enrolled in the drug addiction cohort and the hepatology 
experimental unit of the Centre Hospitalier de l'Université de Montréal (CHUM), 
Hôpital Saint-Luc. The clinical and demographic characteristics of the patients 
studied are shown in Table 4. Antiviral therapy had been discontinued at least 1 year 
prior to sample collection. Clinical protocols conformed to the ethical guidelines of 
our institutions. Samples were obtained with the informed consent of the subjects. 
Primary cell isolation, cell culture, and cell stimulation. Peripheral blood was 
collected in heparin preparation tubes (Vacutainer; Becton Dickinson, Franklin, NJ). 
Fresh peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were separated by Ficoll-Paque 
density gradient centrifugation, and cultures were performed as described previously 
(15). In brief, PBMCs were seeded in 75-cm2 culture flasks at a concentration of 10 x 
106 cells per ml, cultured at 37°C with 5% CO2, and used within 12 to 16 h of 
isolation for all stimulations and sorting experiments. PBMCs were stained with 
directly conjugated anti-CD 19-fluorescein isothiocyanate (anti-CD 19-FITC) (HIB 19), 
anti-HLA-DR-peridinin chlorophyll protein (PerCP) (L243; MHC-II), anti-CD3-
allophycocyanin (anti-CD3-APC) (UCHTl), and anti-CD14-APC-Cy7 (M~P9) cell 
surface antibodies from BD Pharmingen and then sorted. In cell sorting experiments, 
about 1 x 105 blood CDT CD14- CD19-MHC-II+ DCs were sorted from 1 x 108 cells 
on a FACSAria flow cytometer, using DiVa v4.0 software (Beckton Dickinson, La 
Jolla, CA). Subpopulation purity was always above 99%. For cytokine production 
experiments, cells were stimulated for 6 h at 37°C in 96-well U-bottomed deep-well 
plates (1.25 x 106 cells perwell) with either 0.1 )lg/ml LPS (Escherichia coli 055:B5; 
Sigma-Aldrich) or 25 )lg/ml poly(I:C) (Amerhsam Biosciences) (final 
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concentrations), and the secretion inhibitor brefeldin A (10 )lg/ml; Sigma-Aldrich) 
was added for intraceIlular cytokine detection in the last 5 h of stimulation. Control 
conditions inc1uded the absence of agonists (medium al one) to control for 
spontaneous, non-agonist-specific cytokine synthesis. In sorne experiments, healthy 
donor PBMCs were stimulated in the presence of SB202190 (10 )lM) to impose a 
blockade ofp38 mitogen-activated protein kinase activity (see Fig. 10). 
Flow cytometry. Surface and intraceIlular staining was done using directly 
conjugated antibodies and Cascade YeIlow-streptavidin (Molecular Probes) according 
to standard techniques. The foIlowing antibodies were used: anti-CD3-phycoerythrin-
Cy7 (anti-CD3-PE-Cy7) (SK7), anti-CD4-APC-Cy7 (RPAT4), anti-CD11c-APC (B-
ly6), anti-CD14-FITC (M5E2), anti-CD14-PE (M5E2), anti-CD16-FITC (3G8), anti-
CD19-PE-Cy7 (SJ25C1), anti-CD33-PerCP-Cy5.5 (P67.6), anti-CD123-PE-Cy5.5 
(9F5), anti-HLA-DR-biotin (L243), anti-HLA-DR-APC-Cy7 (L243), anti-IL-6-PE 
(MQ2-6A3), anti-CCL3-PE(11A3), anti-IL-12 p40/70-APC (C11.5), anti-TNF-a-PE-
Cy7 (MAb11) (aIl from BD Pharmingen), anti-CD62L-phycoerythrin Texas Red 
(ECD) (DREG56) (Immunotech), and anti-CD303-FITC (AC144) (Miltenyi Biotec). 
Fluorescence-activated ceIl sorting (F ACS) data were acquired on an LSRII flow 
cytometer, using FACS DiVa v4.0 software. A minimum of 1 x 106 events in the live-
ceIl gate, as defined by forward and side scatter, were accumulated for each sample, in 
duplicate. MDCs appear as a uniform c1uster of CD33+ CDI4- HLA-DR (MHC-II)br 
ceIls, aIlowing them to be distinguished from monocytes and lymphocytes. Responses 
to stimuli were considered positive if the frequency of IL-6 cytokine-producing 
MDCs was three or more times the frequency in medium alone. Cytokine c1ustering 
analysis was done as described previously (17) by inputting the log2 ratio of mean 
fluorescence intensity (MFI) values for intraceIlular F ACS staining positive events 
(MFIstimulatcd /MFIunstimulated) into MeV array software 
(http://www.tigr.org/software/tm4/mev.html). For these c1ustering analyses, protein 
expression in the CD14- CD33+ MHC_IIbr MDC population from HCV patients 
treated with stimuli was presented as the log2 change versus protein expression in the 
MDC population from healthy don ors. 
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HCV RNA quantification. Primers specifie for the 5'-untranslated region of HCV 
and the human glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene (Table 5) 
were defined for the strain H77 and human sequences (GenBank accession numbers 
AFOl1751 and BC020308, respectively). The amplicon for HCV, defined by the 
HCV 5'/3'-out prim ers and amplified from the p90/HCV FL-long plasmid, was cloned 
into the pCR2.1 Topo vector (Invitrogen, Carlsbad, CA) together with the GAPDH 
amplification product (amplified from human lymphocyte RNA by using the GAPDH 
3'/5'-out primer pair). This plasmid was used to generate standard curves for a real-
time quantitative PCR-based assay. Quantification was performed with LightCycler 
hybridization probe technology (Roche Diagnostics Systems, Somerville, NJ). 
Cellular RNAs were extracted using RNeasy Mini columns (QIAGEN, Valencia, CA) 
per the manufacturer's instructions and were reverse transcribed for 30 min using 
Omniscript reverse transcriptase (QIAGEN). After reverse transcription (RT), PCR 
amplification was performed (5 min of initial denaturation at 95°C, followed by 45 s 
at 94°C, 60 s at 60°C, and 2 min at 72°C for 20 cycles) using the outer 3'/5' primer 
pairs. The linearity of this first-round assay was demonstrated in duplicate 
experiments of up to 20 cycles, using a maximum of 1 Ilg of Huh7 clone 9-13 
replicon RNA (unpublished data). These PCR conditions were used for all subsequent 
experiments. PCR conditions in the LightCycler experiments, performed with 1/10 of 
the initial PCR product, were as follows: 60 s of initial denaturation at 95°C, followed 
by 1 s at 95°C, lOs at 60°C, and 15 s at 72°C for 40 cycles. Fluorescence 
measurements were performed at the end of the annealing steps. An HCV RNA 
replicon calibrator synthesized from plasmid pHCVrepAB12 with a T7-Megascript in 
vitro transcription kit (Ambion, Austin, TX) was used in all experimental runs. This 
highly sensitivenested quantitative RT-PCR (qRT-PCR) assay allows the detectionof 
~ 1 00 HCV sense-strand copies per 106 cells. HCV was quantified in duplicate at the 
RT level for all studied samples. Healthy blood donors routinely tested in all 
experimental runs failed to give detectable signaIs for HCV RNA. 
Statistics. Statistical analysis was performed using the Vassar website 
(http://faculty.vassar.edu/lowryNassarStats.html) and the GraphPad Prism v3.0 
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statistical software package. AlI tests were two-tailed, and P values of <0.05 were 
considered significant. 
RESULTS 
Circulating total DCs from viremic patients contain genomic viral RNAs. In 
trying to relate virus-induced loss of function with anomalies in innate sensing 
pathways of peripheral DCs, we first explored the nature of the immune subsets that 
interact with HCV and act as potential targets for this virus in vivo. PBMCs with 
measurable HCV RNA from viremic patients were sorted into T cells, B cells, 
monocytes, and total DCs by four-color flow cytometry (n = 9) and subjected to a 
real-time qRT-PCR assay (~100 copiesll06 cells) that allowed for accurate 
quantification of sense-strand HCV RNA molecules in peripheral leukocytes from 
infected patients (Fig. 9). Quantification of cell-associated viral RNA loads in sorted 
leukocytes confirmed that HCV genomic RNA is detectable within CD 19+ B 
lymphocytes (mean loglo value, 4.7 per 106 cells; range, 3.6 to 5.5). We found a 
significantly lower HCV RNA level in peripheral CD3+ T cells than in aIl other 
peripheral subpopulations analyzed (one-way analysis of variance [ANOVA]; P < 
0.0001), supporting the notion that T cells do not constitute a preferential viral 
interaction partner in vivo. Detection of viral RNA in peripheral DCs was consistent 
with other findings showing that this cellular compartment unambiguously interacts 
with HCV (12, 42, 43). Surprisingly, however, CDT CDI4- CDI9- MHC-It total 
DCs had high cell-associated viral loads (mean 10gIO value, 5.2 per 106 cells; range, 
4.4 to 5.8). In contrast to the case in a previous study (5), CDI4+ monocytes were 
unusually positive for HCV RNA (mean 10gIO value, 4.6 per 106 cells; range, 4.1 to 
5.4), with levels very similar to those of B cells but significantly lower than those of 
total DCs in a pairwise comparison (Student's correlated t test; P = 0.005). No 
correlation existed between the serum viralload (ranging from 4.9 to 6.7 10gIO lU mI-
l) (Table 4) and HCV genomic RNA level per cell in FACS-examined total DCs or 
monocytes (data not shown), arguing against passive plasma viral particle adsorption 
into mononuclear blood phagocytes as the source of the detected viral RNA. 
Consequently, we have used the quantitative detection of genomic HCV RNA as a 
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reliable surrogate marker of a specific interaction between the virus and DCs, not as 
one of actual infection, in the following experiments. The consistent presence of 
genomic HCV RNA and its high content within total DCs indicate that these cells are 
targets of HCV in the periphery, with the potential to constitute an immunologically 
relevant host if this interaction was associated with dampened activation of the innate 
immune response in viremic patients. 
MDCs display impaired expression of IL-12 and TNF-a., but not IL-6 or CCL3, 
in response to poly(I:C) and LPS in viremic patients. Next, we tested the 
hypothesis that the association of HCV with DCs in vivo would lead these cells to 
react to poly(I:C) and LPS in an inappropriate or sensitized manner in HCV -viremic 
patients and would be related to disease progression. PBMC samples from 14 HCV-
viremic and 2 aviremic clinical resolvers (n = 16) were used to survey, by 
intracellular flow cytometry, the innate sensing potentials of MDCs and monocytes 
by exposing cells to stimuli and measuring downstream cytokine signatures at the 
single-cell level. We computed F ACS cytokine expreSSIOn levels 
[log2(MFIstimulatcd/MFIunstimulated)] and built a heat map indicating the log2 changes in 
IL-6, IL-12, TNF-a, and CCL3 prote in expression profiles for CDI4- CD33+ MHC-
nbr patient MDCs treated with poly(I:C) or LPS versus protein expression in the 
MDC population from age-matched healthy donors (n = 7) (Fig. 10A). Each square in 
the grid represents, in a color gradient, the expression of one intracellular marker (as 
measured by the MFI) in response to one stimulus for each patient. Surprisingly, we 
observed differences in the strengths of the MDC responses between viremic patients 
after stimulation. As an example, although patients HCV-P28 and HCV-P29 are both 
viremic nonresponders (Table 4), their MDCs exhibited very different cytokine 
induction patterns following poly(I:C) and LPS stimulation (Fig. 10A). To understand 
this dichotomy in responses between viremic patients, we grouped them with 
unsupervised hierarchical clustering algorithms used in microarray gene expression 
analysis (as described in Materials and Methods). This approach enabled the 
investigation of whether the patients with response anomalies showed functional 
similarities to each other and differed from those with normal responses. By using a 
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c1uster . analysis, we identified two mam groups of viremic patients with key 
differences in their poly(I:C)- and LPS-induced cytokine expression profiles (Fig. 
lOA). Each was termed a distinct cytokine profile (CP) c1uster based on the primary 
nature of the response potential of the c1uster. CP-defective (CP-D) patients (8 of 16 
patients) displayed less cytokine (IL-12 and TNF -u) expression in response to agonist 
stimulation than did healthy donors. CP-normal (CP-N) patients (8 of 16 patients) 
displayed a response potential similar to that ofhealthy donors. Both IL-12 and TNF-
a expression was significantly decreased in CP-D patients compared to that in age-
matched healthy donors and CP-N patients (Fig. lOB), indicating that the expression 
of these two cytokines is jointly affected in viremic patients. Interestingly, IL-6 and 
chemokine CCL3 expression levels were not observed to differ in patient subgroups 
relative to healthy donors and each other (Fig. 10A and B). Notably, aviremic 
subjects SR-P3l and SVR-P35 exhibited normal cytokine expression and c1ustered 
within the CP-N group. 
Attenuation of innate sensing in MDCs is associated with high HCV RNA 
abundance in total Des. The picture that emerges from the unsupervised c1uster 
analysis reveals a role for a virus-dependent loss of function as the cause of the innate 
sensing dysfunction in MDCs. This is apparent in that 6/9 patients (HCV -P24, -P25, -
P33, and -P34, SR-P3l, and SVR-P35) with low levels of HCV RNA in PBMCs 
«104 copies) showed normal poly(I:C)- and LPS-potentiated expression profiles, in 
contrast to 5/6 patients (HCV-P23, -P26, -P29, -P30, and -P32) for whom poor 
responses were associated with high cell-associated HCV RNA levels in PBMCs 
(~104 copies) and a CP-D c1ustering (Fig. 10A, black bars). Similarly, CP-D patients 
had high levels ofHCV RNA in total DCs (~105 copies; 6/7 patients) compared to 
CP-N patients «105 copies; 6/6 patients) (Fig. 10A, white bars, and Table 4). These 
results demonstrate that in most cases, inhibition of cytokine expression is linked to 
the lev el of viral RNA in carrier cells. In fact, Fisher's exact probability test indicated 
that attenuation of poly(I:C)- and LPS-induced cytokine up-regulation was not 
independent of the level ofHCVRNA copy abundance in total DCs (P = 0.004) (Fig. 
10A, right panel). Thus, for every CP-D subject, wh ether naive or a nonresponder, 
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DCs had a 3 to 23 times (mean, 10-fold) higher cell-associated virus content than that 
in CP-N patients. Furthermore, the abundance ofviral RNA quantified in total FACS-
examined DCs negatively correlated with poly(l:C)- and LPS-mediated induction of 
IL-12 and TNF-a in MD Cs (P = 0.0028 and P = 0.0003, respectively) (Fig. Il). 
FinalIy, since CP-D patients did not have higher levels ofviremia than CP-N patients 
(mean 10glO value, 6.1 ± 0.5 and 6.3 ± 0.5, respectively; P = 0.37 by Student's t test) 
(Table 4), it is unlikely that this defect was due to nonspecific plasma viral partic1e 
adsorption. Thus, our findings support the idea that emergence of defective MDCs in 
the periphery is a result of virus-induced dysfunctions rather than the sole 
consequence of exposure of MDCs to chronic viral disease, as proposed previously 
(35). They also demonstrate that the cell-associated HCV RNA load in DCs is 
predictive of TLR responsiveness independent of viremia: DCs containing increasing 
amounts of HCV RNA are more functionally exhausted in that they are less able to 
respond to danger stimuli ex vivo. Altogether, these data provide evidence that HCV 
can specifically attenuate danger signal activation of innate immune functions of 
blood MDCs in viremic patients. 
Selective attenuation of poly(I:C) and LPS innate sensing in a subpopulation of 
MDCs in viremic patients. The higher levels of HCV RNA in CP-D patients could 
be due to a large number of copies in a small number of cells or to a small number of 
copies in nearly all DCs (ofwhich ~50% are MDCs). To reconcile the apparent low 
HCV RNA copy number per DC with the functional defects observed in MDCs 
(which until now were shown as an absolute level of cytokine expression for the 
whole MDC population), we analyzed the patterns of IL-12 and TNF -a production at 
the singie-cell level to demonstrate that only a small proportion of the MDC 
population from these patients is nonfunctional for cytokine production. AlI patients 
analyzed consistently displayed approximately equivalent levels of IL-6 expression 
per cell (Fig. lOB, bottom panel), demonstrating that induction of IL-6 was not 
inhibited by HCV. In conjunction with the finding that essentially all TNF-a+ IL-Ir, 
TNF-a- IL-12+, and TNF-a + IL-12+ MDCs expressed IL-6 in healthy donors (data not 
shown), these observations indicated that IL-6 acts as a key molecular marker of cells 
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activated to produce cytokines (TNF-a and IL-12), making this a traceable subset in 
defective patients, and that such an analysis should not lead to missed HCV-caused 
MDC dysfunctions. 
Direct ex vivo analysis of CD14- CD33+ MHC_IIbr IL-6+ MDC responsiveness to 
poly(I:C) and LPS revealed striking differences at the singie-cellievei for the patients 
tested that confirmed the MFI results shown in Fig. 10. Figure 12 illustrates these 
different patterns in two-dimensional contour plots of the expression of IL-12 and 
TNF-a for two representative patients after gatingon IL-6+ MDCs (-30% ofMDCs). 
Similar to the case for healthy donors, poly(l:C) and LPS stimulated both high IL-12 
and TNF-a expression in MDCs from patient HCV-P28 (CP-N), and high dual 
production took place simultaneously in individual cells (Fig. 12, bottom row). 
Conversely, patient HCV -P29 (CP-D) demonstrated a 10ss of cytokine-secreting 
effectors with both agonists (13.5-foldmore TNF-a- IL-IT cells than those of patient 
HCV-P28). This resulted in a lower expression output at the single-cell level, as 
indicated by the diminished fluorescence intensity shift in both intracellu1ar cytokines 
(Fig. 12A, gray arrows). This observation applied to the majority of the patients: CP-
Dpatients exhibited sixfold higher frequencies ofTNF-a-IL-IT celIs than did CP-N 
. patients (38.8% versus 6.5%; P < 0.0001 by Mann-Whitney U test) (Fig. 12C). This 
increase in doubly negative effectors paralle1ed a significant decrease in TNF-a + IL-
12+ cell frequency (fourfold less) in the CP-D subgroup compared to that for CP-N 
patients (mean, 6.3% versus 25.7%; P = 0.0003) (Fig. 12C), indicating that a 
subpopulation of cytokine-producing MDCs (-6% of MDCs) in the CP-D subgroup 
of patients expressed abnormal levels of TNF-a and IL-12 following poly(l:C) or 
LPS stimulation. In contrast, LPS-activated CDI4+ CD33+ MHC-It IL-6+ monocytes 
had essentially identical expression of TNF-a andIL-12 on a per-cell basis for all 
patients analyzed (Fig. 12A, rightmost panels, and data not shown), challenging the 
idea that nonspecific interactions with HCV or TLR-mediated chronic stimulation in 
vivo (7) is the underlying cause for the loss of function in the responsiveness of the 
MDCs. Thus, defective production of cytokines at the singie-cellievei is confined to a 
small population of responding MDCs (-3% of total DCs, defined as IL-6+), appears 
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to be cell type specific, and is a selective process restricted arnong virernic patients 
(Fig. 10). Furthermore, this analysis highlights that lirnitedfunctionality is observed 
in only 6% of MDCs and is not a generalized characteristic of all MDCs in affected 
virernic patients. 
Variability in MDC frequency does not account for loss of function of poly(I:C) 
and LPS innate sensing in the IL-6+ subset. As rnentioned above, a subpopulation 
of activated MDCs (lL-6+) frorn virernic patients responded less strongly to the 
agonists tested, expressing srnaller arnounts of TNF -u and IL-12 on a per-cell basis. A 
close look at Fig. 12A (top row) shows that patient HCV-P29 had a reduced 
frequency oflL-6-positive cells (ha1fthat of patient P28), hinting at the involvernent 
of population heterogeneity (i.e., disappearance of circulating MDCs) (Table 4) as a 
further cause of the differential response outcorne. The absence of a srnall population 
of CD 14- CD33+ MHC-nbr IL-6+ cells with the brightest intensities of TNF -u and IL-
12 staining rnight be accounted for by the nurnerical disappearance of the cytokine-
producing cells frorn the periphery rather than their inability to synthesize normal 
levels at the single-cell1eve1 (intrinsic defect). To address this issue, we enurnerated 
DC subsets in blood, using 10 irnrnunophenotypic surface rnarkers sirnultaneously 
with eight-color flow cytornetry (Fig. l3). Consistent with other reports (19, 26), we 
found that HCV -infected patients had 1.7-fold lower frequencies of circulating MDCs 
than did healthy donors (me an, 0.24% ± 0.03% and 0.40% ± 0.03%, respectively; P = 
0.001 by Mann-Whitney U test) (Fig. 13C). Lower frequencies (2A-fold) of 
plasrnacytoid DCs (PD Cs) also characterized the sarne patients (me an, 0.09% ± 
0.01 % and 0.22% ± 0.02% for patients and healthy controls, respectively; P < 0.0001) 
(Fig. 13C). These results dernonstrate that frequencies of circulating DC subsets are 
decreased during HCV infection. However, an absence of relationship was observed 
between MDC frequencies and cytokine production at the single-celllevel in response 
to either agonist (Fig. 13D and E). The absence of correlation reflects the fact that 
sorne patients with relatively high MDC counts in blood had weak poly(I:C) and LPS 
responses, as in the case of HCV-P06 (0.33%), whereas sorne patients with normal 
functions had sorne of the lowest MDC frequencies (e.g., patient P33, with a 
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frequency of 0.17%) (see Table 4 and Fig. 10 for functional profiles). Thus, the 
patients with the lowest frequencies were not necessarily the patients with defects in 
cytokine expression, and consequently, we can eliminate the variability arising from 
intersubject differences in MDC subset frequencies as an alternative explanation, or 
even a contributing factor, to virus-dependent single-cell intrinsic defects. This 
finding further supports the concept that virus-induced interference with innate 
functions in vivo affects the capacity of a small population of blood MDCs of viremic 
patients to adequately respond to activating danger signais. 
DISCUSSION 
There is a lack of consensus behind the concept of virus-induced impairment of DC 
function during chronic HCV infection. In previous work, monocytes were isolated 
from HCV -infected individuals and differentiated into DCs during a l-week culture 
period with high doses of granulocyte-macrophage colony-stimulating factor and IL-
4, which likely enhanced antigen-presenting cell capacity and overcame any 
immunologic defect in DCs present in vivo. In contrast, we have mapped danger 
signal inhibition in the CD14- CD33+ MHC-IIbr MDC blood subset within individual 
patient samples by c1ustering patients based on poly(I:C)- and LPS-mediated cytokine 
up-regulation outcomes. By comparing two similarly viremic groups with distinct 
functional outcomes, we discovered that responses to stimuli were significantly linked 
to the abundance of HCV genomic RNA in F ACS-purified total DCs for a subgroup 
of patients (c1uster CP-D) and did not correlate with either viremia or deficits in 
circulating MDC frequencies for HCV -infected patients. The results presented herein 
confirm the presence of impaired MDCs in sorne viremic subjects (2, 4, 29) and 
demonstrate that overall frequencies of nonfunctional cytokine-producing MDCs are 
considerably small «3% of overall DCs in blood), indicating the absence of global 
defects in innate recognition of danger signaIs by DCs. The activities measured here 
are more likely to reflect the complex interactions that occur in vivo. For example, 
most studies have shown that it is possible to engineer phenotypically and 
functionally intact monocyte precursor-derived DCs from chronically infected 
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individuals (24, 26, 32), and in keeping with this, we found that monocytes from these 
patients were functionally intact. 
Collectively, these data indicate that detection ofHCV genomic RNA in DCs and loss 
of function in the danger signal responsiveness of a small population of MDCs in vivo 
are interrelated rather than independent phenomena. Clearance of cell-associated viral 
RNA from MDCs of HCV-infected patients after 4 weeks ofribavirin/IFN-aantiviral 
therapy was reported to restore their CD4+ T-cell activation potential (43). Due to 
practical limitations, HCV qRT-PCR analysis could be performed exc1usively with 
purified bulk DCs, not MDCs, in our study. As a consequence, the dynamics of HCV 
copy numbers in blood DCs and the interplay with functional impairment of pathogen 
recognition receptor innate sensing responses are highly tempered because of the 
presence of a large (and variable) fraction of cells not expected to be defective (27) or 
harboring HCV RNA (20). Furthermore, the fraction of impaired MDCs (defined as 
IL-6+ TNF-a- IL-Ir) accounts for <3% of total DCs in blood; this could explain the 
apparent low HCV RNA copy number per DC. Thus, ev en if it is impossible to 
pinpoint the exact levels ofHCV RNA in MDCs in the current study, we estimate that 
there are between 3 and 20 HCV RNA molecules per cell, assuming segregation of 
HCV to MDCs nonfunctional for cytokine production (30 of 1,000 overall DCs in 
blood are defective). Clearly, a continued understanding of HCV-DC dynamics in 
viremic patients should allow for important insight into how DCs harboring 
increasing amounts ofHCV RNA bec orne functionally exhausted. 
Although the molecular basis by which MDCs bec orne unresponsive to danger stimuli 
in HCV infection is currently unc1ear, attenuation of the DC cytokine synthesis 
potential may be considered in the context of previous literature demonstrating that 
HCV is remarkably proficient at antagonizing poly(I:C)-activated signaling through 
direct inactivation of events proximal to the TLR3 pathway (reviewed in reference 
10). TRIF, a signal bridging adapter for both TLR3 and TLR4, is a known proteolytic 
substrate ofHCV NS3/4A protease (25), and Trif'- DCs (16, 22,44) show defective 
production of both IL-12 and TNF-a, but not IL-6, in response to poly(I:C) and LPS 
(TLR4). Considering that a 1,000-: to 1O,000-fold excess of viral proteins relative to 
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positive-strand RNA is observed with full-Iength HCV replicon cell clones (34), it is 
tempting to speculate that even the presence of a few viral genomes per DC may be 
sufficient to produce concentrations of viral proteins required to effective1y interfere 
with innate defense functions at the single-cell level without the need for productive 
infection (replication). The HCV RNA density-dependent defect in cytokine 
production (Fig. 10 and Il) represents an empirical basis consistent with su ch a 
hypothesis. However, since we have no evidence in this study for infection and/or 
NS3/4A expression in DCs, the possibility that chronic infection in sorne individuals 
induces an impaired DC response independent of direct virus-DC interaction cannot 
be excluded. Nonetheless, the ability of NS3/4A to interfere with TRIF-coupled 
danger signal processing provides a plausible mechanism by which HCV cou1d exert 
its negative effect on poly(I:C)- and LPS-activated cytokine production in DCs. 
Whether such interference indeed occurs has yet to be established. 
Recent studies have shown that HCV-like particles pseudotyped with functional 
El/E2 envelope proteins bind to DCs through C-type lectins (20, 28, 33). Evidence 
for selective inhibition of LPS-induced IL-12 and TNF-a production by cross-linking 
of C-type lectin receptors expressed on MDCs has been provided for CD206 
(mannose receptor) (30), CD209 (DC-SIGN) (11), and DCAL-2 (8). Hence, in the 
absence of direct infection, cross-linking of C-type lectins by HCV glycoproteins as a 
result of a quantitative virion binding effect at the cell surface could lead to 
inactivation of TLR3 and TLR4 innate sensing functions of MD Cs in chronic 
infection. Genetic distinctions in HCV variants between viremic patients are also 
likely to impart differential levels of control and activation of these TLR-dependent 
pathways in DCs to evade the host's innate response to infection (10). In this context, 
one of the reasons that defects in DC function extending into the chronic phase of 
infection are not always clinically evident may be due to the lack of an effective 
immune response exerting selective pressure for change in the genetic makeup of 
HCV quasispecies. This would explain the observation that danger responsiveness is 
not perturbed in MDCs of CP-N patients with persistent infection. Identification at the 
molecular level of the mechanisms that lead to HCV -induced DC dysfunction will 
help to resolve the relative contributions of these evasion strategies in reducing innate 
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activation potential as well as to detennine wh ether the variations among different 
subjects are related to viral pathogenicity. 
In any event, virus-induced defects in MDC innate sensmg may represent an 
evolutionary adaptation that favors (with other factors) persistent infection in an 
otherwise immunocompetent host and prolonged host-parasite coexistence. Most 
circulating MDCs are unlikely to present HCV antigens; any MDCs that present HCV 
antigens will most likely have been in contact with pathogen components and 
therefore will have been particularly susceptible to an attack on innate immune 
sensing mechanisms essential for their effective antigen presentation to T cells (31, 
39). This cell-specific and numerically restrained MDC defect offers a promising field 
of investigation with which to study and understand the HCV -restricted nature of the 
deficit in cellular immunity (38). Our observations lend empirical support to a 
currently working model in which virus-induced impainnent of DC-mediated innate 
immunity would participate in the failure of HCV -specific CD4+ T -cell help (6); in 
this model, maintenance of help would be contingent on proper processing and 
delivery of danger signaIs by DCs presenting HCV antigens. 
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Figure 9. HCV RNA contents in circulating immune blood cell subpopulations from 
viremic patients. HCV sense-strand RNA copy numbers in F ACS-purified blood T 
cells (CD3+), B cells (CD19+), monocytes (CDI4+), and total DCs (CDT CD14-
CD19- HLA-DR+) from ni ne viremic patients were quantified by LightCyc1er 
hybridization probe technology. The data are the averaged values for replicates from 
two independent measurements expressed as absolute numbers of HCV RNA 
molecules per 106 cells. Each square indicates the detection of viral RNA from a 
patient, with the corresponding identification number inside the square. The solid 
horizontal lines represent the average for each group. Differences between T cells and 
other subsets, as ca1culated by one-way ANDV A with Tukey's test, are shown above 
the graph. *, P < 0.01 for DCs versus PBMCs. 
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Figure 10. MDCs display impaired response ta poly(I:C) and LPS in viremic patients. 
PBMCs were cultured for 1 h in the absence or presence of poly(I:C) or LPS before 
the addition of brefeldin A (10 Ilg/ml) for a further 5 h. Cells were recovered and 
stained for the indicated intracellular proteins. (A) (Left) Heat map indicating 10g2 
changes in IL-6, IL-12, TNF-a, and CCL3 prote in expression profiles for CDI4-
CD33+ MHC_IIbr MDCs from patients, treated withpoly(I:C) or LPS for 6 h, versus 
protein expression in the same population from healthy donors. Expression signatures 
for 7 healthy blood donors (DOl to D07), 2 resolvers (SR-P31 and SVR-P35), and 14 
viremic (HCV) patients were grouped according to similarity, using the complete 
linkage hierarchical clustering algorithm in Me V software (left margin). Ratios of the 
different fluorescent intracellular antibodies (columns) were determined by 
calculating 10g2(MFIstimulated/MFIunstimulatcd) and subtracting healthy donor sample 
means. Each square in the grid corresponds to a flow cytometry file containing 
approximately 5,000 CD14- CD33+ MHC_IIbr cell events. Protein expression changes 
relative to healthy donors are indicated by the color intensity scale (red, more 
expression than that of healthy donors; blue, less expression than that of healthy 
donors; and white, no change relative to healthy donors). SB202190 (10 J.lM for 30 
min prior to stimulation) served as a positive control for down-regulation of the 
analyzed inflammatory mediators. (Right) Association between HCV RNA 
abundance inPBMCs (black bars), FACS-purified total DCs (CDT CDI9- CD14-
MHC-Ir+; white bars), and cytokine expression profiles (CP). The asterisk indicates 
that HCV quantification was not done due to an unavailability of cell samples. The 
solid verticalline at 105 on the x axis represents a reference point. Statistical analysis 
was done by Fisher's two-tailed exact probability test on DCs (P = 0.004). (B) 
Groupwise comparisons between healthy donors and CP-N and CP-D subjects. IL-12, 
TNF-a, and IL-6 increases above baseline (x-fold) (MFIstimulatcd/MFIunstimulated) are 
shown for each cluster. Combined data for poly(I:C) and LPS responses and averages 
(solid horizontal lines) are shown. Statistical comparisons between groups were 
calculated by one-way ANOV A with Tukey's test. 
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Figure Il. Poly(I:C) and LPS responsiveness in MDCs is associated with HCV RNA 
levels in total DCs. Dot plots show TNF-a (A) and IL-I2 (B) responses (lOg2) as a 
function of HCV RNA copy numbers in FACS-purified DCs. Data points (two per 
patient) represent the mean levels of cytokine expression as log2 changes versus those 
of the donors for two independent measurements. A negative correlation was 
observed for HCV-infected patients between HCV RNA and IL-I2 or TNF-a 
expression (n = 10). Correlation statistics were analyzed using the Spearman rank 
correlation test. 
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Figure 12. Selective attenuation of poly(J:C) and LPS innate sensing in 1L-6-
expressing MDCs of CP-D viremic patients. (A) Flow cytometry plots of IL-6 (x axis 
[top row]), TNF-a, and IL-12 (y and x axes, respective1y [bottom row]) expression 
folIowing stimulation in two representative patient samples (of 16), namely, HCV-
P28 and HCV-P29. Histograms are gated on total MDCs (gate 1) or monocytes (gate 
II), as shown in panel B. Arrowheads in dot plots indicate a smalI population of 
bright celIs that was absent from P29. Numbers in bottom right corners and above 
bracketed lines indicate the percentages of celIs in the designated areas. (B) CDI4-
CD33+ MHC_IIbr (gate 1) and CDI4+ CD33+ MHC-II+ (gate II) populations used for 
F ACS analysis in the experiments shown in panel A. (C) Frequenciesof IL-6+ MDCs 
positive for TNF-a and IL-I2 for all patients analyzed by FACS after poly(I:C) 
(triangles) and LPS (circ1es) activation. Groupwise comparisons between healthy 
donors (n = 7) and CP-N (n = 8) and CP-D (n = 8) subjects were determined with the 
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Figure 13. Influence of HCV on peripheral blood DC subset frequencies. Fresh1y 
iso1ated uncultured PBMCs (day 0) were surface stained for eight-color 
multiparametric flow cytometry. (A and B) Flow cytometry dot plots representative 
of circulating frequencies of CDT CD19- gated PDCs (A) and MDCs (B) are shown 
for healthy volunteers (D03 [top]) and HCV-infected patients (P20 [bottom]). Gate 1 
corresponds to CD303+ CD123br CD4hi CD11c- CD14- CD62L+ HLA-DR+ PDCs, 
and gate 4 corresponds to CD11c+ CD14- CD16- CD4+ CD123dim CD62L+ HLA-
DRbr MDCs. In gate 3, CD123+ CD30T cells, which correspond to basophilie 
granulocytes, did not stain for HLA-DR, and gate 2 shows CD30T CD16+ NK 
lymphocytes and monocytes. For each DC gate, the fraction of cells relative to the 
total number of PBMCs is indicated as a percentage. (C) Box-and-whisker-plot 
representation of circulating frequencies of CD303+ PDCs and CDllc+ MDCs in 
HCV -infected individuals (gray boxes; n = 13) and healthy age-matched controls 
(white boxes; n = 7), measured as percentages of total PBMCs collected after Ficoll 
separation. The ends of the boxes define the 25th and 75th percentiles, a horizontal 
line indicates the median, and bars define the 5th and 95th percenti1es. P values were 
determined with the Mann-Whitney rank sum test and are shown at the top of the 
graph (HCV+ versus HCV-). (D and E) There is no correlation between TNF-a and 
IL-I2 cytokine production potentials and MDC frequencies in HCV-infected patients. 
Correlation statistics were analyzed using the Spearman rank correlation test. 
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Table 4. Clinical and demagraphic characteristics afthe HCV-infected patientse. 
HCVRNAb 




a Measured with Cobas Amplicor HCV Monitor Test v2.0 at the time of collection of blood samples 
b Measured with a nested real-time qRT -PCR using hybridization probes on a LightCycler instrument. +, detected; -, below detection threshold « 100 HCV sense-strand copies per 
106 cells). DC data are IOgIO copies (10.6) FACS-obtained total DCs (MHC-II+ CDTCDI4-CDl9-). 
CFrequency ofCDllc+CDI4-CDI6-CD4+CDI23dirnCD62eHLA-DRbr MDCs in blood. 
d Clinical sub-groups of patients identified as based on MDC functionality (see Fig. 10). 
C Abbreviations: M, male; F, female; IFNa, interferon-a monotherapy; Riba+pIFNa, ribavirin & pegylated interferon-a combined therapy; CH, chronic; NR, nonresponse; SR, 
spontaneous resolver; SVR, sustained viral response; NA, not available. 
r',maximum possible HCV RNA abundance estimate based on DC frequency (MDC + PDC) assuming that less then 100 copies per 106 PBMCs (below detection threshold) are 
concentrated in blood DCs: IOgIO[lOO HCV molecules / %DC ofPBMCs]; average (0.45%) for c1uster group CP-N was used for P24 and P25 











5' -CGTCTAGCCATGGCGTT AGT A-3' 






5' -GTCCTTCCACGA T ACCAAA-3' 
5'-GCTCATGGTGGCGAATAA-3' 
LightCycler hybrÎdization probes 
HCV -PI 5' -A TTTGGGCGTGCCCCCGCAAGAf-3' 
HCV-P2 5' -XCT AGCCGAGT AGTGTTGGGTCGCGAAAGGCp-3' 
GAPDH-PI 5' -GCTCCTGGAAGATGGTGATGGGA TTf-3' 
GAPDH-P2 5' -XCCATTGATGACAAGCTTCCCGTTCTCp-3' 
a f, fluorescein donor; p, 3' phosphate blocking group. 
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CONTEXTE ET PORTÉE 
L'article scientifique qui suit fait état des résultats obtenus en lien avec 
l'identification de deux points de contrôle critiques par lesquels les interactions 
VHC/MDC semblent empêcher le renouvellement d'un répertoire CD8+ VHC-
spécifique fonctionnellement compétent pendant la maladie chronique. Cet article 
sera soumis à la revue Journal of Experimental Medicine et est reproduit ici avec 
l'accord des co-auteurs. 
La suite du projet de recherche proposait d'étudier si l'expression endogène de la 
NS3/4A agit comme antagoniste des cascades de signalisation du TLR3 et de son 
proche voisin, le TLR4, dans les MDC infectées in vivo par le VHC. Pour cette partie 
de l'étude, nous avons recruté une cohorte de patients virémiques (n=22; se référer au 
Tableau 8) qui ont été suivis longitudinalement sur une année (4-5 visites). Pour 
montrer que l'expression de la NS3/4A et/ou la réplication virale interfère 
spécifiquement avec la fonction de l'adapteur TRIF dans les MDC de patients 
virémiques CP-D, des PB MC isolés et cryopréservés ont été stimulés six et 24 heures 
pour analyser par cytométrie polychromatique la capacité des TLR3 et TLR4 (TRIF) 
versus le TLR8 (MyD88) à conduire à l'expression des gènes IL-12, IL-6, TNF-a, 
CD86, CD197 (CCR7), CD274 (PD-LI) dans des MDC 
(lignage-CD8a-CD14-CD l6-CD45+CDllc +MHC-IIbj. Dans ces expériences, l'IL-p 
servait de contrôle pour illustrer la spécificité de l'inhibition puisqu'il s'agit d'un 
promoteur dont la transcription ne dépend pas de la voie TRIF, contrairement à l'IL-
12 et au TNF-a, et qui n'est pas inhibé par le VHC (chapitre II). Ces expériences ont 
permis de montrer qu'il y a synthèse intacte de TNF-a et d'IL-12 suite à 
l'engagement du TLR8 contrairement au TLR3 et au TLR4 (Fig. 15), puisque seule la 
voie TRIF-dépendante n'est pas activée dans les MDC infectées. D'ailleurs, la 
restauration de ces fonctions par les inhibiteurs BILN-2061 (protéase, PI) et VIR235 
(polymérase, PolI) démontre que l'activité protéolytique de la NS3 ainsi que la 
réplication virale interfèrent avec l'activation de la voie TRIF dans ces MDC 
infectées. Nous montrons également que cette interférence viro-induite est impliquée 
dans la faible qualité de la réponse des cellules CD8+ VHC-spécifiques. L'ensemble 
122 
de ces travaux contribue à notre compréhension des mécanismes mis en œuvre par le 
VHC pour déjouer l'immunité innée et interférer avec le développement d'une 
réponse adaptive efficace (du moins pour ce qui est des CTL). 
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ABSTRACT 
The presence of myeloid dendritic cells (MDC) with impaired TLR3 and TLR4 
microbial sensing characterizes chronic hepatitis C virus (HCV) infection; however, 
the underlying mechanism that causes these cells to bec orne unresponsive to danger 
stimuli in the periphery and the role that this defect plays in viral persistence are 
unknown. Here we report that MDCs from viremic patients with impaired TLR3 and 
TLR4 agonist responsiveness (çytokine Qrofile gefective, CP-D), followed 
longitudinally for up to one year, expressed up-regulated surface levels of PD-LI and 
maintained intact TLR 7 /S-receptor induced cytokine production (TNF -u and IL-12). 
Pre-treatment with small-molecule inhibitors of NS3/4A protease and NS5B 
polymerase restored the suppressed responsiveness to LPS coincident with drug 
sensitivity in CP-D individuals. Under viremic conditions where MDCs displayed 
normal TLR3/4 functions (subgroup CP-N), an improvement (i.e. increased 
polyfunctionality) in the quality of HCV-specific CDS+ T cell responses was 
observed (~20% exhibiting 2 or more simultaneous effector functions). Improved 
functionality of CDS+ T cells correlated with pre di ct ors of MDC functionality: 
positively with TLR activity and inversely with cell-associated HCV RNA viral 
loads. Thus, HCV virus-ho st interactions appear to have two distinct impacts on 
peripheral MDCs: inhibition (via virus-dependent desensitization) of sorne but not all 
TLR receptors, and cell-surface augmentation of PD-l 's known ligand, PD-LI. In 
tum, the presence of PD-L l-expressing defective MDCs in the infected host prevents 
the renewal of a functionally competent HCV-specific CDS+ T cell repertoire during 
chronic disease. The reversibility of the defect in MDC innate sensing function 
provides a potential pharmacological target for enhancing both microbial innate 
immunity and T cell responses to HCV in chronically infected individuals. 
INTRODUCTION 
Hepatitis C is a major persistent infectious disease. Its persistence is, in part, due to 
the failure of the host's immune system to effectively clear the infection and generate 
protective immunity. Despite extensive efforts, it is not clear how HCV-specific 
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cellular immunity fails in most individuals. Any model of immune evasion brought 
fOlward is required to explain defects in cellular immunity that are exquisitely HCV-
specific in persistently infected individuals who have otherwise normal immune 
functions (11). This would appear to exclude, for example, indirect suppression of T 
cell activity by viral proteins binding ubiquitous surface receptors (e.g. gClqR) (45). 
One model that has recently attracted much attention stems from the disco very that 
the inhibitory pro gram death receptor (PD-l), a cell-surface molecule that marks 
"exhausted" T cells (28), is generally upregulated on HCV -specific CD8+ T cells in 
chronic disease (31, 70, 87). Unlike HIV infection (15, 86, 93), PD-l expression 
patterns alone do not conclusively predict the differential clinical outcomes of HCV 
infection (41). Synergy of PD-l with other qualitative parameters could, therefore, 
play a role in the decreased capacity of these patients to restrict HCV infection. 
As a general rule, pathogenic viruses that persist within the host rarely behave as inert 
antigens once they are recognized by the innate immune' s sensing arm, including the 
Toll-like receptor (TLR) family (23). Virus-induced defects in dendritic cell (DC) 
innate sensing may represent an evolutionary adaptation that favors (with other 
factors, e.g. PD-l) persistent infection in an otherwise immunocompetent host and 
prolonged host-parasite coexistence. DCs are central to the immune system: by 
surveying, deciphering, and quickly responding to danger signaIs through their TLRs, 
they become licensed to present components of pathogens to circulating T cells and 
initiate an antigen-specific immune response that clears an infection (84). However, 
processing/presentation of HCV antigens by DCs may in fact prove to be a double-
edged sword: in order to induce HCV -specific immune responses it is necessary for 
DCs to interact with HCV to deliver antigens and appropriate signaIs to T cells, 
however, in doing so, this leaves DCs susceptible to functional alterations by the 
virus. This susceptibility may help explain, mechanistically, how the deficit in HCV-
specific cellular immunity establishes itself in vivo. How DCs factor into the control 
of HCV viremia remains unclear; however, the quality of the interaction between 
pathogens and DCs (through their TLRs) does affect the functional outcome of the 
adaptive immune response (63,83). 
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A subset of TLRs (TLR3, 4, 7, 8, 9) appears dedicated to sensing viral products and 
inducing secretion of IFN-a/~ and pro-inflammatory cytokines (e.g. IL-6, IL-12 and 
TNF-a). For exemple, the P554A mutation in human TLR3 confers a predisposition 
to neurovirulent HSV-l infection (94). Four (TLR3, 7,8,9) are endosomal TLRs that 
all share the property of being activated by nuc1eic acids that are produced in the 
course of viral infections (68). TLR3 can be stimulated by double-stranded (ds)RNA 
(1)(12); TLR7 and 8 (in humans only) by antiviral derivatives of nuc1eoside-like 
imidazoquinoline (32) and GU-rich single-standed (ss)RNAs (19, 37); and TLR9 by 
unmethylated viral CpG-rich DNA (35). TLRs activate a canonical, inflammatory 
signaling pathway via MyD88, a TIR domain-containing molecule which binds to all 
TLRs, with the exception of TLR3 (64). The extracellular, ligand-binding do main of 
TLR3 contains 23 contiguous leucine-rich repeats (LRR) forming a large, horseshoe-
shaped solenoid (13)(93), with LRR20 thought to be critical for dsRNA binding (8). 
After dsRNA binding, the cytoplasmic domain ofTLR3 recruits the adaptor molecule 
TRIF through homophilic TIR-TIR interactions in a MyD88-independent pathway, 
which then activates the TBK-l and IKKE kinases together with TRAF3 and NAP1, 
much like the CARD adaptor IPS-l (also referred to as MA VSNISAICardif) does for 
the recently identified IFN-inducible DExD/H box RNA-helicase RIG-I (60). This 
also ho Ids true upon recognition of LPS by TLR4 because TRIF is shared by both 
TLRs (24), and no other unique downstream factor between the pathways is 
identified as important for activating IRF3 and the subsequent production of 
inflammatory cytokines and type 1 IFNs. In TRIF-deficient mice (91), IFN-~, IL-12, 
TNF-a and upregulation of costimulatory molecules are not induced by TLR4 (even 
with continued intact MyD88 activity), whereas the responses to stimulation of the 
intracellular receptors TLR7, 8, and 9, which activate inflammatory genes solely via 
the formation ofa MyD88-TRAF6-IRF7 complex (43), are not impaired. 
The NS3/4A serine protease encoded by the RNA genome of HCV c1eaves TRIF (22, 
52) and IPS-l (56, 59) to ablate TLR3 and RIG-I signaling of IRF3 activation by 
dsRNA. NS3/4A is a complex, bifunctional prote in that is essential for non-structural 
(NS) protein processing and viral RNA replication (62). HCV infection therefore 
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imparts points of control over host innate defense that are amenable to therapeutic 
modification by antiviral drug compounds that inhibit the NS3/4A protease activity 
(40). However, it remains unc1ear whether TLR evasion at the DC level plays a role 
in natural HCV infection in humans, as opposed to experimental infection systems. 
This biological question is important because natural infection may act differently on 
host defenses. Although many recent studies have suggested that TLRs on myeloid 
DCs (MDC) are impaired in HCV infection (4, 5, 17), this has not been 
unambiguous1y demonstrated (77). In particular, no virus-induced mechanism 
involving evasion from TLRs (or RIG-1) in DCs has been identified, to date, in 
patients. In the myeloid lineage, monocytes express TLR1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 and 9; 
MDCs express TLR1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 and 10 as weIl as RIG-I, but hardly any TLR7 
(51). We earlier reported an attenuation of poly(l:C) (a synthetic analog of dsRNA) 
and LPS innate sensing by a small proportion of MDCs from viremic patients, as long 
as the total DCs (and PBMCs) in those patients contained high levels of cell-
associated HCV RNA viralloads (72). The range of agonists to which TLR responses 
are affected by HCV virus-host interactions within the MDC subset remains unc1ear 
as only LPS and poly(l:C) have been studied thus far. 
The normal induction of an IFN-a/~-induced antiviral state in response to TLR7 in 
HCV genotype 1 replicon lines (50) raises the possibility that HCV may not prevent 
the induction of cytokines by MDCs in response to MyD88-dependent TLR agonists 
in infected individuals. Here, we analyzed MDC functions in blood in response to a 
panel ofTLR agonists through the use ofmultiparametric flow cytometry. We clearly 
identified that MDCs from a subgroup of viremic patients (CP-D) that exhibit stable 
defective TRIF-dependent danger sensing activities in relation to cell-associated 
HCV genomic RNA copy density (cVLs), maintained intact MyD88-coupled TLR8 
functions. This difference in TLR potential proved useful in examining the molecular 
mechanistic basis for the observed attenuation of innate sensing in MDCs of viremic 
HCV-infected patients and relating this to an HCV antigen-specific lesion in CD8+ 
cellular immunity. Our findings reveal two checkpoints whereby virus-host MDC 
interactions and persistent viremia act to prevent the renewal of a functionally 
competent HCV -specific CD8+ T cell repertoire during chronic disease: (1) a shift in 
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the quality of antigen-specific CD8+ T cell responses through evaSlon of TRIF-
dependent activation of innate immunity; (2) control of CD8+ effector numbers in the 
tissues by PD-IIPD-LI. 
MATE RIALS AND METHODS 
Study subjects. Only patients not receiving antiviral therapy were recruited by the 
hepatology experimental unit of the Centre hospitalier de l'Université de Montréal 
(CHUM, Hôpital Saint-Luc), although sorne subjects had a previous history of 
therapy (online supplemental Table 8). Clinical protocols conformed to ethical 
guidelines of the authors' institutions and aIl subjects gave written informed consent. 
Patients 28-31 and 35 have been described in a separate report (72). Patient P55 
began treatment with ribavirin and pegylated interferon-u2 at week 27 post-study 
entry and remained on therapy for 6 months; during this period of treatment, he 
constantly had levels of viremia of <50 HCV RNA copies per ml as early as eight 
weeks after treatment onset. The samples used in this study were up to week 27, at 
which time his TLR response profile had not changed (see Fig. 15). Efforts were 
made to enroU subjects with spontaneous clinical control of viremia (SR), and the 
number of these subjects in this study do not reflect their frequency of occurrence in 
the overaU HCV -positive population. The number and specific characteristics of the 
subjects in each group are provided in Table 6. Control healthy subjects were 
documented to be HBV-, HCV- and HIV-l-seronegative. Plasma viral loads were 
measured by the Cobas AmpliPrep/TaqMan HCV Test (Roche). Peripheral blood was 
collected in heparin preparation tubes (Vacutainer Systems, Becton Dickinson, 
Franklin, New Jersey). PBMCs were obtained by standard Ficoll-Paque density 
gradient centrifugation and cryopreserved at -140°C at 1 Ox 1 06 cells/ml in fetal calf 
serum (Sigma-Aldrich) containing 10% DMSO until use. 
Antibodies, TLR agonists, peptides and inhibitors. Directly conjugated mAbs, 
specific for the molecules listed (with clone), were purchased from the following: 
IFN-y-fluorescein isothiocyanate (FITC; B28), IL-2-phycoerythrin (PE; 5344.111), 
IL-6-PE (MQ2-6A3), IL-12 p40/p70-allophycocyanin (APC; C Il.5), TNF -u-PECy7 
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(mAbll), CD3-AmCyan (SK7), CD3-Alexa 700 (UCHTl), CD4-peridinin 
chlorophyll prote in (PerCP)-Cy5.5 (SK3), CD8a-AmCyan (SKI), CD19-AmCyan 
(SJ25Cl), CDllc-PECy5.5 (B-Iy6), CDl4-Pacific Blue or -PE (M5E2), CDI6-FITC 
(3G8), CD45-PerCP-Cy-5.5. (2Dl), CD86-APC (2331/FUN-1), CD107a PECy5 
(H4A3), CD197/CCR7-PECy7 (3D12), CD274/PD-LI-PE or PECy7 (MIH-1), HLA-
DR-Cy7APC (L243) from BD Bioscienees; CD11c biotin (3.9) from Aneell; CD19 
Pacific Blue (HIB19), CD27-APC-Alexa 750 (0323), CD279/PD-1-APC (MIH4) 
from eBioscience; and CD16-Texas red-PE (ECD; 3G8) and CD45RO-ECD 
(UCHL1) from Beckman Coulter. The following TLR agonists were used at the 
indicated final titrated concentrations: a synthetic analog of dsRNA, polyinosine-
polycytidylic acid ([poly(I:C)], a TLR-3 agoni st; 25 /lg/ml), and single-stranded 
RNA40 (TLR -7 /8 agonist; 5 /lg/ml) were purchased from InvivoGen (San Diego, 
CA); lipopolysaccharide (LPS from E. coli 055:B5, a TLR-4 agonist; 0.1 /lg/ml) from 
Sigma-Aldrich; 3M-002 (a TLR-8 agoni st; 5 /lM) and 3M-Oll (a TLR-7/8 agonist; 5 
/lM) (32) both provided by 3M Pharmaceuticals (St Paul, MN). Peptides (18-mers 
overlapping by Il) corresponding to HCV H77c strain full-length NS3 and NS5B 
(NIH AIDS Research and Reference Reagent Program) were used at 2 /lg/ml each 
peptide in PB MC assays. Lyophilized peptides were reconstituted to 0.2 mg/ml in 
100% DMSO for the peptide mixes. Four mixes were prepared, two each for full-
length NS3 and NS5B. Optimized peptides (9-mers) covering immunodominant 
regions of CMV, EBV, and influenza were purchased from PANATecs (Tübingen, 
Germany) and used as described above. HCV antivirals (BILN2061 and VIR235) 
were provided by Virochem Pharma, were >95% pure by high performance 
chromatography, and were dissolved in DMSO (1 mM and 10 mM, respectively) and 
stored at -80DC. 
Activation and staining of cells. For MDC assay, longitudinal cryopreserved PBMC 
samples were thawed in the presence of 50 U/ml Benzonase nuclease, transferred to 
96 V-well plates (1.25 x106 cells/well) and rested for 12 h in complete RPMI medium 
(RPMI 1640 supplemented with 10% heat-inactivated FCS, 100 U/ml penicillin G, 
100 /lg/ml streptomycin sulfate, 2 mM L-glutamine, 0.1 mM non-essential amino 
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acids and 10 mM HEPES; referred as RIO) at 37°C, in 5% C02. Analysis of CD86, 
CCR7 and CD274 surface expression by flow cytometry was performed on unrested 
cells cultured in RPMI with immediate TLR agonists stimulation (24 hours); controls 
with media alone (unstimulated) were systematically added to measure basal levels. 
Stimulatory TLR agonists (pretitered), brefeldin A (10 Ilg/ml final concentration; 
Sigma-Aldrich), and in sorne cases NS3 protease (1 IlM; BILN2061), NS5B 
polymerase (10 IlM; VIR235) viral inhibitors, or vehicle alone (0.1 % DMSO) were 
added for cytokine production experiments. Control conditions included the absence 
of agonists to control for spontaneous, non-agonist-specific cytokine synthesis. After 
6 hours of activation, anti-TNF-a-PECy7, anti-IL-6-PE and anti-IL-12-APC 
antibodies were used to assess the response of MDCs to TLR agonists. RNA was 
isolated from 2.5x106 PBMCs from the samples stimulated using Qiagen's RNeasy 
Mini columns. Nested real-time qRT-PCR quantification of HCV cYL in PBMCs 
was performed on a RotorGene RG-3000 instrument; this assay allows the detection 
of 2100 copies of HCV in 106 PBMCs (72). HCV percent inhibition (% inhibition) 
was calculated as follows: [(CVLvchiclc - cVLtrcatcd)/cVLvehiclc] X 100, where cVLtreated 
represents compound-treated samples and c Vcchicic is the value for 0.1 % DMSO 
final concentration vehicle control. Samples with cYL values of <2.0 10glO copies 
xlO-6 PBMC weretreated as negative and were assigned a value of 100 RNA 
molecules for statistical analyses. 
For measuring antigen-specific T cell responses, cell stimulations and staining were 
performed using a modified version of the method described by Betts et al. (9). 
Thawed PBMCs (5 x106 cells/ml), were rested 12 hours at 37°C in the presence of 
DNAse (10 U/ml) in 50 cc conical Falcon tubes. Cells were then washed with RIO, 
examined for viability by trypan blue exclusion (typically 290%) and readjusted to 20 
x106 cells/ml. Costimulatory antibodies (anti-CD28 and CD49d, 1 Ilg/ml final 
concentration; BD Biosciences), monensin (5 Ilg/ml final concentration; Sigma-
Aldrich), brefeldin A (5 Ilg/ml final concentration), and anti-CDI07a-PECy5 
(pretitered volume) were added to cells, which were then transferred in 100 III 
aliquots to 96 V -weIl plates containing 100 III of each peptide mix. A negative 
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control containing PBMCs from the same individuals but with no added peptide and a 
SEB positive control to ensure that cells were responsive (Staphylococcus enterotoxin 
B, O.2~g/ml final concentration; Toxin Technology) were included for all samples in 
each assay. Cells were incubated for 5.5 hours at 37°C. Following incubation, cells 
were surface stained with the appropriate antibodies and the violet viability dye 
ViViD (65) for 30 minutes in the dark at 4°C. After intracellular staining for IFN-y, 
IL-2 and TNF-a, the cells were fixed in PBS containing 1 % formaldehyde and stored 
at 4°C in the dark until flow cytometric analysis (performed within 24 hours). 
Flow cytometric analysis. Polychromatic FACS data was acquired on a LSRII™ 
(BD Immunocytometry) flow cytometer equipped for the detection of Il fluorescent 
parameters. A minimum of 1.0 x106 events in the live cell gate, as defined by forward 
and side scatter, were accumulated for each samp1e. Data analysis was performed 
using FACS DiVa version 5.0.2 software. Initial gating of each sample set used a 
forward scatter (FSC)-area versus a FSC-height plot to gate out cell aggregates. 
Analysis of MDCs involved CD3+, CD 19+ and CD8a + lymphocytes exclusion using a 
dump channel and the remaining events were subjected to a HLA-DR versus a: side 
scatter (SSC)-height gate to isolate MHC_IIbr antigen-presenting cells. Following this, 
MDCs were selected by sequentially gating on CD45+, CD11c +, CD14-, and CD16-
to generate MFI values for each cytokine in this cell type. As a subset, MDCs were 
<1 % of PBMC. Responses to stimuli were considered positive if the frequency ofIL-
6 cytokine-producing MDCs was 23-times the frequency to media alone. Cytokine 
clustering analysis was done by inputting the log2 ratio of fluorescence intensity 
values of intracellular F ACS staining of positive events (MFIStimulated/MFIunstimulatcd) 
normalized to the mean of the measured cytokine across the reference control group 
into MeV array software (http://www.tigr.org/software/tm4/mev.html). For these 
hierarchical clustering analyses, which group individual datum points together based 
on similarity or disparity, cytokine protein expreSSIOn In the 
lineage[CD3,14,19rCD8a-CD16-CD45+CD11c +MHC_IIbr MDC population from 
HCV patients activated with TLR agonist was presented as a log2 'factor-change' in 
MFI versus protein expression in the MDC population from aviremic resolvers. The 
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10g2 'factor-change' in MFI is represented using a color scale, where increasing blue 
to red col or indicates increased expression and white indicates no change from 
aviremic resolvers (Fig. l5A). Differences in percentages of cytokine producing 
MDCs (IL-12/TNF-a) were analyzed by gating on activated IL-6+ MDCs. By gating 
on the IL-6+ MDCs subset before measuring IL-12 and TNF-a production, specific 
differences are effectively normalized and resolved at the single celI level as 
described previously (72). 
CD8+ T celIs were selected by first gating out CD 14+, CD 19+ and de ad ce Ils (Pacific-
Blue dump channel), and subsequently gating on smalI lymphocytes (FSC and side 
scatter properties), CD3+, CD4-, and CD8+ events. AlI T celI markers were plotted 
versus IFN-y in order to inc1ude stimulated celIs that had down-regulated surface 
marker expression. Seven HCV -seronegative don ors were screened with the same 
protocol. To establish a precise definition of positive responses, net (i.e., minus 
background) CD8+ T celIs responses to the NS3 and NS5B peptide pools in HCV-
seronegative healthy subjects (n=7) were analyzed. The flow cytometric profiles of 
these analyses lacked c1ear-cut response c1usters, and net response frequencies of 
CD8+ analyses formed a normal distribution with a mean of 0 (cytokines) and 0.01 
(CDI07a), and 2 SD equaling 0.01% for CD8+ IFN-y, IL-2 and TNF-a analyses or 
0.03% for CDI07a. These 2-SD frequencies were adopted as our cut-off for a 
positive response to a peptide pool to rule out stringently any spurious responses in 
our overalI data analysis. Thus, net response frequencies of <0.01% (cytokines) or 
<0.03% (CD107a) for CD8+ T celIs were counted as undetectable responses, and 
patients were considered to have positive HCV responses if they were above the 2 SD 
threshold for any one of the aforementioned functions. Since HCV proteins were 
analyzed in parts, a positive response by these criteria by any peptide submix 
constituted an HCV -specific response, and if one or more su ch positive responses 
were identified, these responses were summed to calculate a total HCV NS3 or 
NS5B-specific response frequency. Booleari combination of single-function gates 
(shown in Fig. l8A) were created to determine the frequency of each response based 
on aH possible combinations (up to 15) of cytokines and CD 107a expression. A lower 
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threshold corresponding to 2 SDs above background was built for each specifie 
functional combination, and values below this threshold were set to zero. Total 
frequencies of virus-specifie CDS+ T cells were calculated by summing the 
frequencies within each unique combination of functions (counting each responding 
cell only once). Because the antigen-specific responders derived almost exclusively 
from the memory subset (see Fig. 19B) and the fraction of memory cells within the 
overall CDS+ T cell population proved to be widely variable among our cohort of 
subjects (ranging from less th an 35% to almost 92%), we normalized an observed 
frequencies (which were relative to the overall CDS+ population) to the CDS+ 
memory subset. In this way, the reported frequencies reflect the frequencies of 
antigen-specific responders within the CDS+ memory T cell population, and were 
determined by dividing the background adjusted frequencies (net) in antigen-
stimulated cultures by the fraction of total CDS+ T cells with a memory phenotype. 
Note that the term memory is used to denote the overall compartment of previously 
activated, peripheral T cells, including effector or effector memory populations. 
Statistics. Statistical analysis was performed using the Vassar website 
(http://faculty.vassar.edu/lowry/VassarStats.html) and the GraphPad Prism software 
v3.0 statistical package. AlI tests were two-tailed and P-values of P <0.05 were 
considered significant. 
RESULTS 
MDCs from CP-D viremic patients exhibit a stable functional defect restricted to 
their TRIF-dependent danger sensing activities. The response of MDCs 
(lineage-CDSa-CDI6-CD45+CDllc+MHC-Ubr) to TLR agonists was tested in 
PBMCs by FACS intracellular staining for IL-6, IL-12 and TNF-a. PBMCs from 
chronically HCV -infected individuals (n= 19) and aviremic clinical resolvers (n= 12) 
were stimulated with various TLR agonists characterized to have potent cytokine-
inducing capacity in healthy donor MDCs (Fig. 14 and row DOI-06 of dendogram, 
Fig. l5A). IL-6 induction (not shown) was not impaired across all patients as 
previously reported (72). Agonists ofTLR7/S (3M-Oll) and TLRS (3M-002) induced 
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strong levels of IL-12 and TNF-a (Fig. 14) as measured by intracellular cytometry 
after 6 hours of stimulation in both aviremic and viremic patients. Similar results 
were obtained with the TLR7/8 agonist GU-rich ssRNA40. Consistent with prior 
results (4,5, 17,72), attenuated induction of IL-12 and TNF-a was observed after 
TLR3 ([poly(l :C)]) and TLR4 (LPS) stimulation of viremic patient samples. 
Although, the TLR3 and TLR4 response potentials for the overall viremic cohort was 
significantly decreased compared to aviremics, the data in Fig. 14 suggests the 
possibility of a bimodal distribution of these potentials among chronically infected 
subjects, rather than a general, uniform shift towards lower levels. Therefore we 
examined whether there were any observable biological trends among donor-to-donor 
variability in TLR-induced cytokine expression profiles (CP) of viremic patients as 
we reported for another cohort (72). In particular, it was important to know whether 
response to selective agonists or certain patient types were inherently more or less 
attenuated than others across HCV infection over time. 
We examined TLR-induced IL-12 and TNF-a expression in a sample of 19 patients 
(where multiple longitudinal visits existed) representing all patient groups (Fig. 15). 
To identify pathway- and patient-specific defects, we plotted the F ACS cytokine 
expression log2 fold-changes in IL-12 and TNF -a prote in expression for each 
condition as a heat map with agonists on the x axis and patient samples on the y axis 
and performed hierarchical c1ustering using microarray analysis software (38, 39). 
We have previously used this approach to identify aberrant TLR-induced cytokine 
production in MD Cs of viremic individuals (72). The log2 fold-change is a 
normalization equation whereby the MFI ratio value on a particular cytokine in a 
particular stimulation condition is divided by the median of the measured cytokine 
across the reference control group (in this instance, aviremic subjects). Log2 
conversion of this fold-change results in measured cytokines having the mean of the 
reference group to have values of zero (indicated by white colored squares), ensuring 
that cytokines inhibited potently by HCV are represented by negative values (in 
blue), while those not affected are represented by positive values (in red) relatively to 
expression in the MDC populations from aviremics (n= 8). In order to demonstrate 
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the relationship between the heat map data and the primary flow cytometry data, LPS 
and 3M-002 stimulation in two representative patients is shown with histograms for 
TNF-a (Fig. 15C). When examining the clustered dendrogram (Fig. 15A, top), it is 
notable that agonists of the TRIF- and MyD88-associated sensing pathways appear at 
opposite sides of the dendrogram. A decrease in expression levels at the left 
compared to the right of the dendogram, restricted to the CP-defective (CP-D) cluster, 
illustrates a lack of response to poly(I:C) and LPS (agonists of the TRIF-associated 
sensing pathway) in 64% of viremic patients (see Table 6). CP-D patients maintain 
intact TLR7/8-receptor induced TNF-a production (MyD88-associated responses) in 
the face of compromised TRIF-coupled pathway responsiveness (P< 0.0001; Fig. 
15B). Results are similar for IL-12 (see Fig. 15A). It should be noted that, as reported 
previously by our group, a significant association is found between the fold-change in 
cytokine production by TLR3 and TLR4 agonists and cYL levels in viremic patients 
(P<0.05; Table 6). The presence of a CP-N phenotype was characteristic of cells 
exhibiting low or undetectable c VL levels. 
To determine whether the initial phenotypes observed are maintained over time we 
tracked the TLR potential longitudinally in all Il viremic patients. These phenotypes 
did not appear to be secondary to clinical disease events (i.e. liver pathology): in CP-
N patients, the increased TLR responses were stable over weeks (Fig. 15D) to one 
year (not shown). Moreover, there were no clinical characteristics that either 
correlated with or predicted those subjects with preserved TRIF-dependent TLR 
potentials (CP-N subgroup), including infecting genotype, history of antiviral 
therapy, AST and AL T levels or plasma viral load [p VL] (Table 6). Thus, aIl viremic 
subjects either preserved or decreased their TLR potentials (to select agonists) over 
time, independently of disease progression, but coincidentally with cYL levels. These 
findings are consistent with our contention that emergence of defective MDCs in the 
periphery is a result of direct virus-induced dysfunctions through physical interactions 
with the affected cells rather than a consequence of MDC exposure to progressive 
chronic viral disease. They also demonstrate that HCV specifically attenuates TRIF-
but not MyD88-coupled activation of innate immune functions of blood MDCs in 
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vlremlc patients and that this phenomena is related in sorne measure to disease 
outcome (i.e. 100% ofaviremics analyzed to date have normal MDC functions). 
Defective TRIF-dependent sensing in CP-D patients can be restored by HCV 
antivirals. The high cVLs in CP-D patients (Table 6) combined with the fact that 
these patients showed reductions in their capacity to produce IL-12 and TNF-a upon 
TLR3 and TLR4 engagement but not TLR8 (Fig. 15), suggested that the attenuation 
of the response may result from the ability of NS3/4A to interfere with TRIF-coupled 
danger signal processing as reported in genotype 1 b replicon hnes (52). We were not 
able to isolate MDCs from HCV-infected patients in numbers that would have 
sufficed to conduct meaningful proteomic experiments to look for evidence of 
signaling alterations (i.e. TRIF c1eavage). Therefore, in order to test the hypothesis 
that TLR3 and TLR4 inactivation here is due to interference with key signaling 
adapters within the TRIF-dependent pathway by the HCV NS3/4A protease, CP-D 
samples were pre-treated for 24 hours with BILN2061 NS3 protease (1 ~M; PI), 
VIR235 NS5B polymerase (1 0 ~M; PolI) antiviral inhibitors or vehic1e alone (0.1 % 
DMSO) prior to monitoring the cell response to LPS and 3M-002 by flow cytometry. 
Restoration of responsiveness following inhibition of HCV by specific viral inhibitors 
would indicate that TRIF-coupled signaling pathways were intact but suppressed by 
the virus. Representative data are shown in figure 16A. Stimulation of PBMCs with 
LPS in the presence of PI resulted in a twofold increase in the frequency of IL-
12+TNF-a+ effector MDCs as compared with LPS with vehic1e control. For 9 out of 
10 CP-D individuals tested, incubation of PBMCs with PI or PolI resulted in a 
significant increase in LPS-activated cytokine-producing MDCs compared to PBMCs 
incubated with vehic1e control (P= 0.0054 and P= 0.0034, respectively; Fig. l6B), 
indicating that MDCs are functionally impaired, and that LPS innate sensing 
functions can be restored ex vivo following HCV inhibition. Moreover, these same 
cells did not see their ability to respond to 3M-002 change or their IL-6-producing 
frequencies increase for either agonists studied (Fig. l6C), confirming that HCV 
specifically blocks TRIF- but not MyD88-coupled cytokine induction and that IL-6 
expression is refractory to inhibition, at least, as concems TLRs. 
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The ability of BILN2061 to sensitize CP-D MDCs to respond to LPS as strongly as 
3M-002 (compare middle pie-charts, Fig. l6C) argues in favour of the existence of a 
NS3 protease-dependent mechanism that inactivates TLR4-mediated cytokine-
induction. Bowever, PolI sensitized CP-D MDCs to the stimulatory effects of LPS to 
a similar degree (~2-fold) than cells exposed to BILN2061 (Fig. l6B,C), indicating 
that BCV can also inactivate TRIF-coupled TLRs by NS3 protease-independent 
processes. Upon exposure of PBMCs to PI or PolI, the response to LPS increased 
coincident with a dramatic decrease in the proportion of cVLs (Fig. l6A). Consistent 
with the above observation, there was a significant positive correlation between BCV 
inhibition and percentage of cytokine-expressing MDCs (P= 0.0032; Fig. l6D). Thus, 
we consider that a threshold level of a virus-encoded antagonistes) may have to be 
attained at the single-cell leve1 to effective1y blunt innate defense activation in the 
affected cells. We noted that antiviral inhibitors produced no significant enhancement 
of LPS-specific responses in CP-N subjects (not shown), in contrast with the 
significant enhancement seen in CP-D subjects, consistent with lower cVLs in the 
former. Altogether, these results demonstrate a relationship in CP-D patients between 
cVLs, impaired TRIF-dependent activity and abnormally weak IL-12 and TNF-a 
production in a proportion of MDCs producing IL-6. They also indicate that the 
attenuation of the response results from focused and reversible changes in 
downstream signaling events rather than global and unspecific dysfunctions in all 
MDCs. 
Differences in the magnitude of HCV -specifie CDS+ T cell responses between CP 
clusters do not influence viral persistence. The indistinguishable virologic outcome 
in the face of divergent MDC functionality raised the question as to whether the 
nature of the T cell memory/effector responses equally differed between the patients' 
CP c1usters. Skewed activation and the failure of BCV -specific T cells to reach 
advance stages of differentiation after priming by dysfunctional DCs has been 
proposed as one reason for the inability of CD8+ T cells to contain BCV disease 
progression (11). To investigate if MDCs are associated with particular functional 
signatures of virus-specific CD8+ T cells in the context of BCV chronic infection, we 
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assessed HCV -specific CD8+ T celI responses in clustered CP-N (n=4) and CP-D 
(n=8) viremics by polychromatic flow cytometry. Six patients who received effective 
antiviral therapy and one subject (P31) able to spontaneously control infection, aIl 
with <50 copies of HCV RNA/ml serum (aviremic group), were also included for 
comparison (Table 7). We measured the frequency of HCV -specific CD8+ T celIs by 
detection of intracelIular IFN-y, IL-2, and TNF-a. production and surface CD107a 
mobilization (degranulation) after stimulation with consecutive, overlapping 18-mer 
peptide pools comprising complete NS3 and NS5B proteins. Limitations imposed by 
celI numbers alIowed only NS3- and NS5B-specific CD8+ T celI responses to be 
assessed; these two non-structural proteins were selected due to the fact that the y 
constitute immunodominant targets of HCV -specific immune responses irrespective 
of virologic outcome (76, 81). CMV-, EBV-, and flu (CEF)-specific CD8+ T celI 
responses were also analyzed in HCV -infected individuals by using a pool of 32 
peptides (9-mers); this represented contained (immuno-controlIed) infections. 
Consistent with previous findings, low frequencies of HCV -specific CD8+ memory T 
celIs (cytokine+CD107a+), ranging from 0.01-0.07%, that targeted few regions of the 
two NS proteins tested (Fig. 17), were detectable in viremic CP-D patients. 
Surprisingly, we found significant differences between the frequencies observed in 
CP-N (0.13% ±0.02%) compared to CP-D (0.02% ±0.01%; P<O.OOl); none of the 
CP-D viremics showed frequencies that overlapped those in CP-N subjects (75% of 
which had ~0.1O%; Fig. 17 and Table 7). High frequencies also persisted in the one 
untreated infected person with durable control of HCV replication (SR-P31, :::::0.8% 
per prote in tested; Table 7). These frequencies were much lower (0.02% ±0.01 %; 
P<O.OO 1) in subjects with therapy-mediated viral suppression (SVRs, <50 of HCV 
RNA copies/ml), -as reported by others (71). Frequencies of CEF-specific CD8+ 
memory T celIs in peripheral blood were not decreased in any of the groups; actualIy, 
proving higher in mostpatients than the responses seen against HCV (P= 0.0015 by 
Wilcoxon signed rank test; Table 7). We also explored whether CD8+ T celIs that 
produced cytokines differed between patient groups by surface phenotypic markers. 
Among HCV-specific CD8+ T celIs, the expression ofCD27, CD45RO and PD-1 was 
highly heterogeneous, and we did not find distinct differences between patient groups 
139 
(data not shown). In Fig. 18B it can be appreciated that HCV -specific CD8+ T cells 
exc1ude naive cells (CD27+CD45RO-) and in general are CD2io and CD45RO+; 
phenotypically, CEF-specific CD8+ T cells are principally central memory 
(CD27+CD45RO+). Together, these findings indicated that qualitative rather than 
quantitative (magnitude and breadth) and phenotypic differences probably account 
for the decreased capacity of these patients to restrict HCV replication; differences in 
magnitude may not be all that relevant if all these CD8+ are functionally exhausted 
(e.g., impaired secretion of the survival cytokine IL-2) in viremics, as previously 
reported (82). 
Enhanced HCV-specific CDS+ T cell polyfunctionality in CP-N patients. To 
explore other factors than the magnitude that might affect CD8+ T cell-mediated 
control of HCV replication, we examined the simultaneous ability of virus-specific 
CD8+ T cells to secrete multiple cytokines and to degranulate. In humans and non-
human primates, antigen-specific CD8+ T cell polyfunctionality represents a 
characteristic of effective and protective immune responses (2, 10, 14, 21, 30, 36). 
We therefore were expecting HCV-specific CD8+ T cell in viremics to be exhausted 
(78) (i.e. cells expressing few functions), irrespective of the c1uster grouping. Fig. 
18A illustrates a typical multi-functional analysis of HCV -specific CD8+ T cells from 
an infected subject. CD8+ T cells specifically reactive with the peptide mixes 
responded by induction of IFN-y, IL-2, TNF-a and/or CD107a. Negative controls 
indicated the extent of background activation, and these frequencies were subtracted 
from the peptide mix results to provide a net response frequency. Because this 
background subtraction is subject to stochastic fluctuation, we defined a positive net 
response for IFN-y as :::::0.01 % for CD8+ T cells, based on statistical analysis of the 
responses of the HCV-seronegative donor cohort (see Materials and Methods). There 
were substantial frequencies of IFN-y producing CD8+ T cells among NS3 pool 5 
stimulated PBMCs (0.037% net responders per total CD8+ T cells; 0.056% of the 
CD8+ memory subset; see Fig. 18B for phenotype), which were not identified in the 
negative control stimulations. Simultaneous measurement of four functions allows 
detailed assessment of response quality. We compared the functional profiles, 
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irrespective of magnitude, by expressing each response component as a proportion of 
that total response. A detailed analysis of the HCV -specifie CDS+ T cens revealed a 
heterogeneous functional profile (Fig. lSA bottom pie charts; each sector of the chart 
represents a subset expressing the marker depicted by the concentric colored arcs). 
The total response to NS3 was 0.07% of an memory CDS+ T cens and the dominant 
effector function was IFN-y-production (~79% of responding cens). Whereas about 
two thirds of responding CDS+ T cens produced TNF-a, degranulation (CD107a+) 
only accounted for ~13% of the total reponse; these CD8+ equally lacked IL-2 
secretion (second panel from the left; Fig. lSA). The HCV-specific CDS+ T cens 
present in other CP-D chronics exhibited a similar functional profile: a blunted 
polyfunctional response pattern predominantly consisting of cens exhibiting 2 (2+, 
mainly IFN-y+ CD107a+) or fewer simultaneous functions and dominated by cens that 
only produced IFN-y (single function, 1+; Fig. lSC). Aspects ofthis profile were also 
shared with HCV -specifie CDS+ T cen responses in CP-N subjects despite differences 
in TLR potentials between these c1usters. In fact, CP-N subjects were dominated by 
CDS+ that only degranulated (~4l %, <50% produced IFN-y; Fig. ISC). However, 
between c1usters, these responses also displayed considerable functional complexity. 
In particular, we could not detect subsets of 3+ in most of the CP-D viremic patients 
in contrast to the cytokine functional capacities of CDS+ T cens from CP-N or 
aviremics (Fig. lSD). CP-N subjects also showed significantly higher proportions of 
2+ cens (P<0.05) as did aviremics (P<O.Ol; Fig. 18D) compared to CP-D individuals. 
The presence of 4+ CDS+ T cens was also a discriminating factor between aviremics 
and viremics. 
Dual IFN-y/IL-2-secreting T cens were largely absent in HCV -specifie CDS+T cells 
of viremics; whereas they were found within CEF-specific CDS+ T cens. These 
observations were confirmed by the analysis of a large number of viremic subjects. A 
significant difference was found between the percentage of HCV-specific IFN-yIIL-2-
secreting CDS+ cens in chronicany infected subjects to that found in the virus-
specifie IFN-y/IL-2-secreting CDS+ T cells of the other virus infections (Fig. lSC). 
This was not restricted to responses to certain peptide pools, as IL-2 secreting CDS+ T 
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cells were not detected either for NS3 or NS5B, nor was it a generalized intrinsic 
cellular defect as CD8+ T cells of viremics were able to produce IL-2 after SEB 
stimulation, thus indicating a selective loss of HCV -specific functions (not shown). 
However, surprisingly, CP-N had detectable IFN-y/IL-2-secreting (2+) CD8+ cells 
(3% ±l % of the total response, n=4). We also evaluated the proportion of IL-2-
secreting CD8+ within the total CD8+ response to NS3 or NS5B ~mtigens. Cumulative 
data of this analysis are shown in Fig. l8E. The proportion of CEF-specific (43.2% 
±4.2%) was significantly higher compared with that of HCV-specific IL-2-secreting 
CD8+ T cells (P<O.OOl) ofviremics. The evaluation of the presence ofIL-2-secreting 
CD8+ T cells in six representative aviremics showed that a substantial percentage of 
IL-2-secreting cells was also found after stimulation with HCV peptide pools (17.6% 
±3.9%; Fig. 18); this was significantly different (P=O.02) compared with viremics 
(7.l % ±1.8%, n=9), although there was an overlap in IL-2 production between CP-N 
and aviremics, with more heterogeneity among the latter. These data show that IL-2-
secretion in HCV -specific CD8+ T cells is partially restored wh en TLRs are 
functional, but that normalization of IL-2 expression is incomplete or very slow even 
in the presence of seemingly effective TLRs. They also demonstrate that the response 
hierarchy of CD8+ in viremic subjects was limited (compared to immuno-controlled 
infections), with the major responding populations being mainly segregated to few of 
the possible functional combinations, most with 2 or fewer simultaneous functions, 
driven primarily by a paucity ofIL-2 production. Nevertheless, the response of CP-N 
viremic subjects (with functional TLRs) was notably shifted in functionality, su ch 
that cells positive for 3+ functions were detectable. This three-functional response to 
NS3 and NS5B was confined to a particular combination of functional parameters 
(production of IFN-y, TNF-a and IL-2 production in the absence of CDl07a 
mobilization) while other 3+ combinations where rarely elicited. Although causality 
can not be demonstrated in these studies, the results strongly suggest that TLRs are 
sufficient to alter the quality of HCV-specific CD8+ T cells (CP-N have a gain in 
polyfunctionality), but that other mechanisms must be implicated in controlling the 
effector potential ofthese CD8+ cells in chronic infection (see below). 
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PD-LI expression and MDC functionality are associated with distinct defects in 
HCV-specific CD8+ T cell responses. Recent data indicate that the PD-I/PD-LI 
ligand pathway plays a role in RCV -specifie T cell exhaustion, with high levels of 
PD-l recognized as a signature of CD8+ T cel1s with impaired proliferative capacity 
and lack of viral control (28). PD-LI is expressed on both monocytes and MDCs 
(66), and is sharply induced in patients upon TLR activation along with CD86/CCR7 
(data not shown). To define the potential function of this immunoregulatory pathway 
in maintaining persistent infection in viremic subjects, independently of functional 
TLRs (Fig. 15) and reemergence (or preservation) of polyfunctional CD8+ T cells 
(Fig. 18), we first did a comparative longitudinal analysis of PD-LI expression on 
resting MDCs between viremic clusters. PD-LI expression was readily apparent on 
these cells irrespective of CP cluster affiliation (9.3% ±1.2% vs. 10.9% ±l.l%), and 
was significantly higher than in aviremics (5.4% ± 1.1 %, 0.0205 and P= 0.0176, 
vs. CP-N and CP-D respectively; Table 6). In addition to a higher proportion (~2-
fold) of MDCs expressing PD-LI in the periphery of viremics subjects than 
aviremics, those that express PD-LI, exhibit increased levels of surface expression 
(MFI) of this immunoregulatory ligand throughout the time period analyzed (Fig. 19), 
indicating a relationship between ongoing antigen exposure (viremia) and surface 
PD-LI expression. In tum, significantly less PD-LI was expressed on MDCs of 
RCV-seronegative individuals compared with viremic's MDCs (P< 0.01; Fig. I9B). 
High PD-LI expression on resting MDCs of viremics was unique as we did not see 
upregulation ofCD86 or CCR7 (data not shown), consistent with previous reports. 
Next, we examined the relationship between virus-specifie CD8+ T cells and PD-LI 
expression, c VL and LPS responsiveness (log2 fold-change) -the latter two being 
predictors of MDC functionality in the RCV -seropositive subjects. There was no 
correlation between the frequency of IFN-y+ RCV-specific CD8+ T cells and PD-Ll 
expression (Fig. 20A); PD-LI expressIOn m MDCs correlated inversely with a 
quantitative increase in the number of RCV -specifie cytokine-producing, 
degranulating CD8+ T cells (P< 0.0001; Fig. 20B); and the ability of CD8+ T cells to 
produce IL-2 in response to either NS3 or NS5B correlated inversely with the c VL 
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(P= 0.01; Fig. 20D) and positively with LPS-induced log2 fold-change in cytokine 
expression by MDCs (P= 0.008; Fig. 20E), but not with PD-LI expression (data not 
shown). Unlike HCV, responder frequencies as well as IL-2 secretion by CEF-
specific CD8+ T cells did not correlate with either PD-LI or predictors of MDC 
functionality in HCV-seropositive subjects, providing evidence that selective 
impairment of MDCs by HCV leads to pathogen-specific immunoregulation (Fig. 
20). We found no correlation between the frequency of HCV-specific CD8+ T cells in 
patients and cYL (data not shown). Thus, we did not find differences between 
clustered patients and aviremics in the ability of HCV -specific CD8+ T cells to 
activate and produce IFN-y in response to NS3 and NS5B peptide pools (Fig. 20C). 
Taken together, these results suggest that the incapacitated functionality profiles 
observed for HCV-specific CD8+ T celIs in chronic infection are, in part, causally 
related to direct HCV-mediated impairment of TLR-dependent activation of MDCs. 
This is consistent with published reports that PD-lIPD-LI blockade results in 
quantitative increases in the number- of antigen-specific cytokine-producing CD8+ T 
cells in chronic infections, without any significant qualitative shift in the cytokine 
profile of the responding cells (42, 66, 67); a role that is ascribed to functional MDCs 
in this study. These data also indicate that increasing levels of antigenaemia in HCV 
infection result in immunoregulatory signaIs mediated through PD-lIPD-LI that 
impair T cell function, providing a mechanism to explain the inability of HCV-
specific cellular immune responses in CP-N to effectively control viremia, despite 
functional MDCs. 
DISCUSSION 
The goal of this work was to decipher the mechanistic basis underlying the HCV-
associated innate sensing defect of peripheral MDCs and to comprehend how MDC 
functionality translates at the level of the adaptive immune response in chronic HCV 
disease. Primary failure to induce a T cell response or functional exhaustion of an 
initially vigorous response predict viral persistence (79). However, the basis for 
variable immunological responsiveness to HCV has largely remained elusive. An 
emerging theme in innate immunity postulates that DCs play a critical role in sensing 
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pathogens, either directly (via pathogen recognition receptors [PRRs]) or indirectly 
(inflammatory cytokines), and integrating this information to regulate the quantity, 
and quality of the adaptive immune response (69). RCV seems to be resistant to 
innate immune antiviral pathways, at least in hepatocytes, and several structural and 
nonstructural proteins have been shown to inhibit overlapping functions of the innate 
immune response (29). Therefore, we addressed two questions. Firstly, were blood 
MDCs cellular targets of RCV evasion by the NS3/4A protease which actively 
interferes with TLR3-dependent phosphorylation and effector action of IRF3 (26) 
through proteolytic degradation of TRIF (52). Secondly, whether virus-induced 
evasion of TRIF-dependent activation of innate immunity at the MDC level could 
participate, in part, in the failure of RCV -specific CD8+ T cell immunity to control 
infection. The role that TLR3 plays in activation of innate immunity may not be in 
recognizing exogenous naked dsRNA, which is unlikely to be found as a free-floating 
species in the extracellular milieu; rather, TLR3 might act in recognizing incoming 
viruses which have intrastrand hybridization as noted for RCV (85) or, through 
autophagy, it might recognize dsRNA produced by viruses replicating in the cytosol. 
Recently described by Lee et al. (49), autophagy is an unexpected role for endosomal 
TLR recognition in viral infection, whereby autophagy in plasmacytoid DCs (PDC) 
allows capture of VSV RNA replication intermediates from the cytosol and 
recognition of the latter via TLR 7. Therefore, through autophagosomes, endosomal 
TLRs are no longer restricted to sampling the extracellular compartment and can 
contribute to cytosolic recognition ofviruses, su ch as RCV, that evade RIG-I1IPS-l-
dependent pathways. An additional scenario in which TLR3 has been implicated is in 
the recognition by DCs of phagocytosed virus-infected cells containing dsRNA (75). 
Given these abilities, RCV may have an advantage in exerting direct pressure on 
human TLR3 functions to drive its maintenance in any phase of the infection. 
Through the use of multiparametric flow cytometry, unsupervised hierarchical 
c1ustering algorithms and longitudinal analyses, we c1early observed that MDCs from 
a subgroup of viremic patients (CP-D) exhibit defective TRIF-dependent danger 
sensing activities and maintain intact MyD88-coupled functions (Fig. 15). For 
instance, RCV -P50 contained a subpopulation of MDCs that were only unresponsive 
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to TRIF-dependent TLR agonists as compared with HCV-P55 who preserved 
responses to aIl agonists. Arguably, sorne of the past difficulties in demonstrating this 
phenomenon convincingly stemmed from the use of in vitro cytokine-driven culture 
systems that gave rise to CDI4+ monocyte-derived DCs (54) instead of studying 
primary DCs directly, and from the failure of the majority of those studies that do 
analyze the latter ceIls to test the extent of activation of DCs in response to innate 
inputs known to signal through PRRs dedicated to sensing viral products (55). We 
found that chemically diverse small-molecule HCV inhibitors (Table 6) could restore 
TRIF-dependent signaling to LPS coincident with reductions in cVLs. Addition of an 
inhibitor of HCV, such as BILN2061 (47), would be expected to overcome HCV-
dependent attenuation of TLRs in MDCs, reverse this phenotype, and enable greater 
than normal cytokine induction, as we frequently observed (Fig. 16), but only if 
TRIF-coupled signaling pathways were intact and specifically suppressed by the 
virus. Even though we are aware of the fact that sensitivity to BILN2061 treatment 
do es not necessarily equate with TRIF c1eavage and degradation, our data supports 
the existence of NS3-dependent mechanisms that either target TRIF itself or 
components of the signaling pathway downstream of TRIF and upstream of TBK-
l/IKKE in MDC s, because aIl known signaling element downstream of MyD88 
appear intact. However, this does not exclude the possibility that other mechanisms 
independent of NS3/4A protease activity are also involved. In additon to revealing 
the outlines of the pathogenic mechanism at play, this part of our study provided 
conclusive evidence that specific PRRs are disabled by direct virus-host interactions 
between HCV and DCs. 
The biologic importance of the above findings is underscored by the observation that 
TRIF-dependent TLR responses of MDCs correlated positively with the quality of 
HCV -restricted CD8+ T cells (as measured by the number of effector functions, 
including IL-2 secretion) and not with CD8+ specific for other viroses (Fig. 20), in 
accordance with the narrow range of immune disorders documented in such patients 
(11). The fact that CEF-specific CTL responses were induced normally in viremic 
subjects (Fig. 18) clearly shows that the phenomenon we observed is genuine 
antigen-specific CD8+ functional exhaustion mediated in part by the ability of HCV 
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to directly inactivate specific components of innate immunity in MDCs. This is in 
line with data published by others demonstrating that antigen presentation by inactive 
DCs results in silencing or abortive activation of antigen-specific CD8+ effector 
functions in the responding T cells (18). Polymorphisms in TLR7 were recently 
reported to impact the clinical course of HCV infection, further suggesting a link 
between the innate immune system and chronic disease pathogenesis (74). 
Collectively, these data strongly argue that potent polyfunctional CD8+ T cell 
responses directed at HCV are causally related to the complete or near complete 
restoration of MDC innate responsiveness in at least sorne viremic patients. It should 
be emphasized, however, that by necessity the data is correlative in nature, making it 
difficult to exclu de the possibility that the preservation of potent MDC responses are 
a consequence rather than a cause of polyfunctional HCV-specific CD8+ responses. 
In any event, DCs that can sense pathogens represent an important nodal point in 
which pathogen-associated signaIs are integrated and transmitted to the adaptive 
immune system (46). 
Although it is clear from this study and others (4, 5, 17, 72) that attenuation of MDC 
innate sensing occurs in HCV infection, the relevance of this mechanism to viral 
persistence is an open question. The cell-specific and numerically restrained MDC 
defect described here offered a promising opportunity with which to investigate and 
reconcile defects in DC-mediated innate immune functions with the HCV-restricted 
nature of the deficit in cellular immunity. One major criticism of the dysfunctional 
DC hypothesis in explaining the loss of effective HCV -specific T cells observed in 
subjects who go on to develop chronic disease has been the assumption that viral 
persistence would require the infection of a significant percentage of DCs in vivo and 
that this would invariably lead to generalized immunesuppression (20). Recently, 
direct recognition of pathogen-specific molecules (which are usually covalently 
associated with the antigen from which they derive) by TLRs expressed on DCs 
rather than DC activation induced indirectly by inflammatory cytokines (e.g., TNF-a) 
has been shown to be required for induction of full effector T cell memory function in 
vivo (63, 83). In the latter case, preactivation of DCs that have not yet encountered 
the pathogen abrogates their participation to antigen presentation by primarily down-
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regulating both cross-presentation (90) and fonnation of new MHC-II-peptide 
complexes (92). In the scenario of HCV infection, inactivation of TRIF-dependent 
TLRs on MDCs by physical interactions with the virus should have no deleterious 
consequences to global immune homeostasis because the number of circulating 
MDCs that respond to a given pathogen (i.e. likely to present viral antigens) is 
probably small if we consider that any MD Cs presenting HCV antigens will have to 
have first been in contact with pathogen components; in this model, maintenance of 
virus-specific functional responses would be contingent on proper processing and 
delivery of danger signaIs by DCs presenting HCV antigens. Because our results also 
demonstrate that HCV-altered MDCs are fully able to express IL-12 and TNF-a in 
response to stimulation with MyD88-dependent TLR agonists, dysfunctional MDCs 
within the periphery of viremic patients could continue to contribute to protective 
immunity to other viruses by their intact MyD88-dependent signaling pathway, even 
if they are not the originating source for the presented antigens. Therefore, each 
pathogen encounter leaves probably enough DCs ready to respond in the periphery to 
subsequent challenges to new infections. In addition, plasmacytoid DCs (PDC) prove 
to be an ineffectual viral ho st for HCV, remaining functional in chronically infected 
patients (16), in stark contrast with MDCs. PD Cs are not essential for initiating 
immune responses but are specialized in modulating the strength, duration and quality 
of the responses that have been activated by MD Cs (53). Thus, the ability ofPDCs to 
exp and antigen-specific memory (25), while remaining less efficient then MDCs in 
priming antigen-specific naive T cells (3, 73), provides a supplementary explanation 
for the preservation of recall (memory) responses to other viruses (e.g., influenza 
virus, CMV, etc.) observed in chronically infected individuals. We propose that the 
physiological consequences of the interaction between HCV and MDCs on T cell 
activation as sunnised above are not in contradiction with the immunologic data 
demonstrating that the deficit in the immune repertoire of chronically infected 
patients is HCV -restricted. 
The finding that CP-N and CP-D patients had similar virological outcomes but 
differed in their MDC functionality potential and CD8+ T cell response quality may 
initially seem counterintuitive. Nonetheless, the incompleteness of defects in DC-
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mediated innate immune functions to account fully for chronicity is not inconsistent 
with the assumption that multiple factors may synergize to affect persistence, 
including human immunoregulatory genes su ch has PD-L l/PD-l. PD-l is a negative 
regulator of apoptosis sensitivity that can impact the frequency of antiviral T cells in 
HIV infection (66), and could be manipulated to improve virus-specific CD8+ T cell 
numbers, but possibly not all functions in vivo. Indeed, following initiation of anti-
retroviral therapy, PD-l expression decreases on HIV -specific CD8+ T cells (15, 86), 
but this downregulation does not directly improve functionality of pre-existing virus-
specific CD8+ (10). PD-LI up-regulation on APCs (Fig. 19) correlates with decreases 
in the number of antigen-specific HCV -specific CD8+ T cells detected, but appears to 
have only a marginal effect on their effector functional capacities during chronic 
infection (Fig. 20); instead, significant qualitative shifts in the functional profiles of 
HCV -specific CD8+ are intertwined with the presence of functional MDCs. Although 
speculative, these data, wh en combined with the observation that the major effect of 
PD-I blockade in mice and non-human primates was on antigen-specific CD8+ T cell 
proliferation (7, 67), indicate that cell cycle dysregulation by PD-l/PD-LImay limit 
antiviral effectiveness of polyfunctional HCV -specific CD8+ T cell responses by 
diminishing their clonaI expansion potential as is the case for HIV (61). This also 
suggests a role for TLR evasion in the genesis of chronic infection rather then its 
maintenance, consistent with our observations that a CP-N phenotype with high PD-
LI expression can co-exist with chronic viremia (Table 6). It is notable that once 
established, PD-LI expression and impaired TLR responses tend to remain fixed 
within the circulating MDCs of an individual. The cause of the variability in MDC 
function between viremic patients remains to be determined and may well be 
govemed largely by the stochastic nature of viral quasispecies evolution that 
generates NS3/4A protease with different catalytic efficiencies (27). Differences in 
kinetics of immune responses might also be involved in the variable dynamics of 
MDC dysfunctions. For exemple, PD-l has a component of its expression that is 
regulated by increasing levels of antigenaemia (41, 88); virulence factors that 
accelerate the viral set-point in a host probably dictate how quickly PD-l/PD-LI 
conditioning of HCV antigen-specific T cells is established, which may lead to 
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release from early immune selection pressure, obviating any advantage of HCV 
variants with altered cellular tropism to be retained within non-hepatocyte cells. 
Future prospective study of acute and evolving HCV infection as weIl as factors such 
as the temporal relationship between the emergence of impaired MDC s, PD-1 
imprinting and persistence of a HCV -specific CD4+ T -helper cell response, already 
demonstrated as important in disease resolution (33, 81), might not only further 
elucidate the role for DCs in fighting off the infection, but also strengthen the 
proposed ro1e for virus evasion of PRRs in creating an environment conducive to 
viral persistence. This is work needed to delineate the function DCs play in HCV 
persistence, as weIl as to define more clearly the roles of both PRR inactivation and 
PD-lIPD-LI in goveming viral persistence in chronic disease. In particular, careful 
dissection of these factors will be critical to the design of any effective therapeutic-
based vaccine as it appears that there are "layers" of regulation in place to limit the 
responsiveness ofvirus-specific T cells during chronic infection. 
HCV -specific CD8+ memory T cells in peripheral blood were either undetectable or 
detectable at only very low frequencies in aviremic subjects with therapy-mediated 
viral suppression (SVRs; Fig. 17). These frequencies, as a group, were significantly 
less than those observed in otherwise TLR functional subjects with active disease 
(CP-N). Although this observation was cross-sectional rather than prospective, the 
profound differences between the two groups (mean frequencies, 0.l3% ±0.02% and 
0.02% ±0.01 %; 75% and 20% with frequencies ~0.1, CP-N and SVRs respectively) 
and the degree of statistical significance (P<O.O 1) strongly support the conclusion that 
HCV -specific CD8+ T cells are progressively lost from the recirculating memory pool 
with prolonged viral suppression. Of course, we cannot infer from these results that 
HCV -specific CD8+ memory is lost after effective therapy-induced control of 
viremia, but that it probably merely falls below the detection-threshold of this flow 
cytometry assay. The present study argues that in the absence of constant antigenic 
challenge, HCV-specific memory slowly decays because the y lose their competitive 
advantage and are consequently diluted by memory T cells specific for other (non 
persistent) antigens; the general microenvironmental changes after viral suppression 
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would be coupled with a profound decrease in overall tissue concentrations of 
cognate antigen and this would render these T cells particularly vulnerable to 
replacement by other memory T cell specificities. A vailability and exposure to 
antigen is one of the most potent influences on memory T clonotype competition (34, 
44), with virus-specific clonotypes directed to chronic infections (persistent antigens) 
needing periodical or continuous stimulation by their specific antigen to main tain 
their numbers stable (89) and gain a competitive advantage over the self-renewing, 
antigen-independent pool of memory CD8+ T cells that arise following acute control 
of infections. Similar decreases in HCV -specific CD8+ T cells have been reported 
after therapy (12, 48, 71), probably because of the same homeostatic considerations 
discussed here. Such decline in HCV -specific immunity when the antigen is removed 
by antivirals might be a contributing factor to the rapid resumption of viral repli cation 
in therapy-failing subjects. HCV-specific CD8+ T cells ofhigh functional quality (IL-
2+) could manage to survive during therapy in CP-N subjects during the period in 
which the main reservoir of infectious (and antigenic) virus decreases, thus tipping 
the balance in favor of the host against the virus; to respond quickly to situations of 
viral rebound and escape after transient periods of control, or to eliminate the virus 
completely, high levels of pre-existing polyfunctional HCV -specific memory CD8+ T 
cells are likely required (6,80). Thus, the CP-N status ofsome HCV-infected subjects 
may well reflect an ability to respond better to IFN -U2 therapy. This prediction is 
supported by the remarkable effectiveness and rapidity with which 4 out of 5 CP-N 
patients receiving IFN-u2 therapy suppressed their viremia in contrast to CP-D 
subjects, a majority of whom invariably failed treatment (Table 8 and unpublished 
data). P55, who achieved successful control ofviremia with IFN-u2 antiviral therapy, 
showed a strongly dominant CD8+ four (4+)-functional NS5B-specific T cell 
response. Similarly, two aviremics had 4+ cells (Table 7). However, these three 
cross-sectional anecdotal cases are insufficient to allow an analysis of the 
functionality of the CD8+ T celI/MDC response and subsequent immunological and 
virological control of HCV infection. These are hypotheses that we are now 
experimentally addressing as they may hold important therapeutic implications. 
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Collectively, our results suggest that compounds like BILN2061 may have dual 
therapeutic mechanisms, both suppressing HCV replication and preventing 
polyprotein processing (47, 58), while concomitantly releasing the host's MDC 
response from the blockade imposed by NS3/4A interference with TRIF- (and 
possibly IPS-l)-dependent pathways. It is notable that MDCs of CP-D c1ustered 
viremic individuals were unable to induce cytokines to transfected full-iength HCV 
genomic RNAs as compared to aIl other groups tested (unpublished data). In the 
context of IFN-u2 therapy of RCV infection (which is only effective in ~50% of 
patients), IPS-l c1eavage by NS3/4A likely attenuates the RNAseL/RIG-I 
amplification loop that increases the level and diversity of ISGs induced by IFN 
signaling and that cells use to inhibit RCV infection (57). Such a mechanism 
probably limits the efficacy of IFN-based therapies in restoring innate immune 
functions of MDCs. Targeting of the NS3/4A-IPS-l interface by protease inhibitors 
(with the end result being akin to a CP-N phenotype) may therefore enhance IFN 
actions in patients failing treatment by augmenting both microbial innate immunity 
and T cell responses to HCV. To conc1ude, a central theme of this study is that 
critical parameters of the MDC innate immune system that exert a profound influence 
on the strength and quality of T cell responses are targets of HCV evasion strategies. 
In this context, the precise roles played by individual TLRs or, indeed, the growing 
list of non-TLR PRRs, su ch as RIG-I, in the induction of long-term protective T cell 
responses and memory is an area that must be explored further. 
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Figure 14. TLR activation of MDes varies among viremic patients and contrasts with 
that of aviremic and normal donors. TNF-a (A) and IL-12 (B) log2 fold-expression 
above baseline (MFIstimulatcd/MFIunstimulated) by 
lineage-CD8a-CDI6-CD45+CDllc+MHC-IIbr MDCs responding to TLR agonists 
(denoted by a colored dot at the bottom on the x axis: black, TRIF-dependent; blue, 
MyD88-dependent pathways) from 19 HCV-infected viremic patients (open 
triangles), 12 aviremics (closed circles) and 6 healthy donors (open circles). Short 
horizontal lines represent the average for each HCV -seropositive group; gray circles 
for healthy donors. Differences between healthy donors, viremics and aviremics, as 
calculated by one-way ANOV A with Tukey's post-test, are shown above the graph 
where significant (denoted by *<0.05; **<0.01). Each symbol corresponds to one 
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Figure 15. Intact TLR7/8-activities in MDCs of CP-D viremic patients despite an 
established lack ofresponse to agonists ofTLR3 and TLR4 danger sensing pathways. 
PBMCs were cultured in the presence of brefeldin A and TLR agonists for 6 hours. 
Cells were recovered and stained for the indicated intracellular proteins. (A) Heat 
maps indicating 10g2 'fold change' in IL-12 and TNF-a protein expression (MFI) 
profiles for lineage-CD16-CD45+CDl1c+MHC-IIbr MDCs responding to TLR 
agonists at week 0 (rows). Expression signatures from six normal blood donors (DO 1-
D06), eight aviremics (R01-08) and Il viremic (HCV) patient samples were grouped 
according to similarity using the complete linkage hierarchical c1ustering algorithm in 
MeV software (left margin). Each colored dot at the top of the map denotes either IL-
12 (gray) or TNF-a (black) positivity. FACS measured prote in expression fold-
change relative to aviremic donors is indicated by the color intensity scale (red, 
higher than; blue, lower than; white, no change relative to aviremics). (B) Bar graphs 
(averages ± SD) show groupwise comparisons between CP-N and CP-D subjects. 
TNF-a increases above baseline (x-fold; log2[MFIstimulatcd/MFIunstimulatcdD are shown 
for each c1uster. Statistical comparisons between groups were calculated by the 
Mann-Whitney rank sum test (**, P < 0.0001 versus CP-N). (C) Histogram data of 
IL-6+ gated MDCs positive for TNF-a underlying the heat maps in panel A and 
longitudinal data in panel D are shown following LPS or 3M-002 stimulation in two 
representative patient samples (of X), namely, HCV-P50 (CP-D) and HCV-P55 (CP-
D). Numbers on left hand side of and above bracketed lines indicate the MFI and 
percentages of TNF-a-expressing cells in the designated area. (D) IL-12 and TNF-a 
was measured at various time-points (0, 12, 24 weeks) by flow cytometry analysis of 
stimulated MDCs from viremic patients. Cytokine expression levels are represented 
as the mean values (± SEM) 10g2 'fold change' ratios as calculated in panel A for each 
CP c1uster at each time point sampled. 
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Figure 16. ReversaI of HCV-induced TRiF-dependent-inactivation in MDCs of CP-D 
patients by HCV antiviral inhibitors. PBMCs were cultured in duplicafes for 24 h in 
the absence or presence of cell-penneable small-molecule HCV inhibitors before the 
addition of brefeldin A and TLR agonists for a further 6 h. Cells were recovered and 
stained for the indicated intracellular proteins. (A) Representative intracellular 
cytokine staining data from a CP-D subject following a 24 hour incubation with 
either vehic1e alone (0.1 % DMSO, V), NS3 protease inhibitor BILN2061 (PI) or 
NS5B polymerase inhibitor VIR235 (PolI) (left panel). 10% contour plots are gated 
on IL-6-expressing MDCs (refer to Material and Methods). Numbers in bottom right 
corners indicate the percentages of cells in the designated areas. (Right panel) HCV 
RNA abundance in PBMCs (cVLs; black bars) for each condition. The solid gray 
vertical line above 104 on the x axis represents the 0% inhibition reference point. (B) 
Summary data for the percentage of IL-12+TNF-a+ out of IL-6+ MDCs in the 
presence or absence of HCV antiviral inhibitors (n= 10; statistical comparisons were 
made using the Wilcoxon matched pairs test). Data are the averaged values for 
replicates for one subject from one experiment each and short horizontal bars indicate 
mean. (C) The pie charts depict the mean proportion of aIl individual MDC functional 
response patterns (white, IL-lTTNF-a-; gray, IL-lTTNF-a +; black, IL-12+TNF-a +) 
for all CP-D patients analyzed by F ACS and the value on the right of each pie 
represents the percentage of the total response (lL-6-expression) to the respective 
stimuli. (D) Statistical analysis of the data in C (proportion of the total MDC response 
contributed by IL-12 and TNF-a expressing MDCs) for the correlation between LPS 
responsiveness and effect of HCV inhibition on cytokine production; analysed using 
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Figure 17. Detectable HCV-specific CD8+ T cell responses in CP patient groups. 
Percentages of CD3+8+ 4- memory/effector T cells that are cytokine + and degranulate 
in response to either NS3 (filled bars) or NS5B (open bars). Background activity 
against CD28/CD49d costimulation alone has been substracted. For each seropositive 
donor, all positive peripheral blood responses to either NS3 or NS5B pools (based on 
individual functional patterns displayed as in Fig. 18C) were summed to determine 
the total NS-specific response within the memory CD8+ peripheral blood T cell 
populations. See panel A of figure 18 for a representative example of the flow 
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Figure 18. Poly/unetional HCV-speeifie CD8+ T ceUs are prominent in CP-N patient 
group. (A) PBMCs from subject P63 (CP-D) were stimulated with costimulation plus 
mixtures of consecutive, overlapping l8-mer peptide pools comprising complete 
HCV NS3 or NS5B proteins or with CEF or costimulation alone (CD28/CD49d, 
negative control) and then were examined by cytometry for their correlated 
expression of surface CD3 and CD8+ and intracellular CDl07a, IFN-y, IL-2 and 
TNF-a. The FACS profiles (3% density plots) shown were gated on CD3+8+4- small 
lymphocytes, with the responding T cells designated by the boxed areas (background 
adjusted % in upper right corner of each profile). The results shown are typical of 
infected don ors in which certain pools generated clusters of responding cells over and 
bove the spontaneous activation noted in con troIs. The pie charts at the bottom depict 
aIl individual T cell functional response patterns (concentric colored arcs sUITounding 
the chart: blue, CDl07a; black IFN-y; orange, IL-2; red, TNF-a) and each portion of 
the pie indicates the percentage of virus-specifie CD8+ T cells that responded with 
one, two, three, or four functions (see colored legend panel D); the value in the center 
of each pie represents the total response to the respective stimuli. (B) Memory 
phenotype of the of the virus-specifie CD8+ T cells (from panel A), shown color-
coded by the nùmber of positive functions expressed (see panel C), are overlaid onto 
the total CD8+ T cell population. (C-D) The functional composition of CD8+ T cell 
responses is shown with boxes representing medians and interquartile ranges of the 
proportion of the respective functional response toward the total memory CD8+ T cell 
response against NS3 and NS5B. Every possible combination of response (denoted 
by a dot) is shown on the x axis. Responses are grouped and color coded according to 
the number of functions. The data are summarized by pie charts in panel D, in which 
each slice of the pie represents the fraction of the total response that consists of CD8+ 
T cells positive for a given number of functions. In panel C, all viremicswere 
combined into one group for CEF analysis, which was then deconvoluted into pie 
formats for each cluster in panel D. The results shown were generated from the 
determinations in 4 CP-N and 5 CP-D responders. Asterisks (Kruskal-Wallis test 
with Dunn's post-test) are placed above response pairs that are significantly different: 
*<0.05; **<0.01; ***<0.001. (E) The proportion of the total HCV-specific memory 
CD8+ T cell response contributed by each of the four functions in 4 CP-N (blue 
triangles), 5 CP-D (open triangles) and 5 aviremic (squares) subjects; each symbol 
represents one patient's response to NS3 or NS5B. Differences were assessed by one-
way Anova and the Tukey post-test was used for paired comparisons between groups 
and time-points, which are presented where significant (denoted by *<0.05; 
***<0.001). 
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Figure 19. PD-LI is upregulaled al the surface of MDCs and monocytes in chronic 
HCV-irifected subjects. (A) cens from four HCV-seropositive subjects; subjects A-B 
had chronic viremia (A, CP-D; B, CP-N); C, untreated aviremic able to sponaneously 
control infection; subject D had control1ed infection (viral load <50 RNA copies per 
ml) by antiviral therapy. Histograms are gated on unstimulated MDCs (top panel) or 
lineage-CDI6-CD45*CDllc+CDI4+MHC-1I+ monocytes (bottom panel). Numbers 
on right hand side of and above bracketed Hnes indicate the geometric MFI (geoMFI) 
and percentages of PD-LI expressing cens in the designated area; geoMFI values 
correspond to PD-LI epression in the PD-LI+ populations. (B) PD-LI surface 
expression was measured at various time-points (0, 12, 24, 52 weeks) by flow 
cytometry analysis of unstimulated PBMC from viremic patients (triangles), 
aviremics (squares), and HCV-seronegative controis (n=10, circ1es). Short horizontal 
bars indicate mean 10glO geoMFI. The horizontal line indicates a geoMFI expression 
of PD-L 1 on these MDCs that is twice the SD of the mean of the geoMFI of MDCs 
expressing PD-LI in uninfected controls. Analysis of variance was used for 
comparison among aIl groups of subjects; the Tukey post-test was used for paired 
comparisons between groups and time-points, which are presented where significant 
(denoted by *<0.05; **<0.01; ***<0.001). #, Mann-Whitney U test between week 0 
and aviremics (P= 0.002). Data are representative of one experiment each with the 
total number of subjects shown on graph. Each symbol corresponds to one subject at 
one time point. 
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Figure 20. Markers of defective MDCs are associated with fai/ure ta produce IL-2, 
but not with IFN-yproduction, in HCV-specific CD8+ T cells. (A-C) Relationship of 
the frequency of IFN-l HCV-specific CD8+ T cells (A,C) and number of HIV-
specifie CD8+ T cells (as measured by cytokines and CD107a mobilization; B) with 
PD-LI expression by MDCs (A,B) and with the cell-associated viralload (cVL; C) in 
the subjects studied in Figure 18. (D) Relationship between the ratio of IL-2-
producing to INF-y-producing HCV-specific CD8+ T cells with the cYL (D) and 
LPS-induced log2 fold-change (summation of TNF-a and IL-12) in cytokine 
expression by MDCs (E). Correlation statistics for A-E were analysed using the 
Spearman correlation. Each symbol corresponds to one subject responding to one 
specificity (either NS3 or NS5B). Data are representative of one experiment each 
with a total of 14 (A,C-E) or 18 subjects (B). HCV-seropositive subjects (17) with 
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Table 6. Virological and immunological characteristics of the HCV-infected patients. 




U/ml NA 68 ± 49 52 ± 28 
~rm~Bamm.ill~]p~~~~~1~J:t~:I~â~1;~~JJ/If6mQll_6~~~!~;r]~O~~.2~11_11' -111'191 •••• IJ •• '111_111: 
<0.05* CP-N Copies 2.6 ± 0.2*** «2.0-3.5) 4.6 ± 0.2 (4.1-5.2) 5.2 ± 0.1 (4.8-5.6)* 
<0.001 *** 
o 55.6 ± 7.7* 0.0351 * 
~ ............ ~ .. 
PD-Ll/CD274 
Abbreviations: NIA, not available; CR, chronic never treated; NR, nonresponse; SR, spontaneous resolution; SVR, sustained viral response. 






'Plasma viralload measured with Cobas AmpliPrep/TaqMan RCV Test at the time of collection ofblood samples; 10glO ± SE IVlml (at the start ofstudy entry, week 0) 
~easured with a nested real-time qRT-PCR using hybridization probes on a RotorGene instrument; mean ± SE (25th_75th percentile) RCV RNA 10glO copies X 10.6 PBMCs. 
cThe fraction of inhibition was calculated from the levels ofRCV RNA in PBMCs at 24 hours post-treatment (mean % ± SE). 
dClinical sub-groups of viremic patients identified as based on MDC functionality clustering (see Fig. 15). 
eStatistical analysis used the following: one-way Anova (P <0.0001) with Tukey post-test, comparing cYL values; Wilcoxon signed rank test, comparing % RCV inhibition with 
small molecule inhibitors; Mann-Whitney rank sum test, comparing PD-Ll+ MDC blood frequency; one-way Anova (P=0.0008) with Tukey post-test, comparing PD-Ll 
fluorescence intensity (geometric MFI) on MDCs. 
Table 7. Patients withfunctionally characterized NS3- or NS5B-specific CD8+ T cell responses. 
Patient 
(n=IS) Age (yr)/Sex Genotype 
Viremia' 
(lU/ml) Therapy Outcome cVL
C 
NS3 
i • .) 
4+e 
NS5B CEF 
Abbreviations: NIA, not available; Riba+pIFNa, ribavirin and pegylated interferon-a2 combined therapy; CH, chronic never treated; NR, nonresponse; SR, spontaneous resolution; 
SVR, sustained viral response. 
'Measured with Cobas AmpliPrep/TaqMan HCV Test at the time of collection of blood samples; IU/ml (at the start of study entry, week 0) 
bMeasured with a nested real-time qRT-PCR using hybridization probes on a RotorGene instrument; HCV RNA loglO copies xlO-6 PBMCs at moment T cell testing occurred. 
cClinical sub-groups of patients identified as based on MDC functionality (see figure 15) 
dFrequencies are cytokine-producing (lFN-y, IL-2, TNF-a), degranulating (CD107a) cells out of CDS+ memory subset. Each HCV pool consisted of 45-50 IS-mers peptides 
overlapping by II amino acids. Pools 5,6,10 and II spanned the complete NS3 and NS5B sequence. All positive peripheral blood responses to either NS3 or NS5B pools were 
summed to determine the total NS antigen-specific response within the memory CDS+ peripheral blood T cell populations. Frequencies ~O.I 0% are shown in bold. 
"Presence (denoted by a + sign) of a population ofHCV-specific CDS+ T cells (~I % of total response) classified as having simultaneously the four measured functions (4+). 
tRefer to Materials and Methods for description of this particular patients treatment history. Clustering and T cell testing occured prior to treatment onset. 
fAntiviral therapy discontinued >6 months. 
J Aviremics with detectable cVLs; "'P31 was cYL positive at week 0 (3.33 loglO RNA copies/l06 PBMC), and negative at 52 weeks (moment T cell testing occurred) 
Table 8. Patients inc1uded in study. 
Patient Viremiaa (n=38) Age/Sex Genotype (lU.m!"l) Therapy Outcome Groupb cYLc 
~FSM'4~ IltTP 6!~~S®PJ*MOIlI 
P47 50/M 2b NIA ON CH~SVR CP-N + 
B~~~pJ~1Z"EI 
P53 48/F la 6.14 OFF NR CP-N + 
~~}jI.J!lN •• 'J.I'~Jims~.61pJiMik4M 
P64 52/M la 6.87 ON CH~NR CP-N NA 
~"I!aIT.Qk·®]g~.·@HffiM~l\1 
P70 49/F la 6.64 ON CH~SVR CP-N NA 
~1}29~QhFmmILG'III.r.4'S,,~ijF~~~IDl1'!! !lm 
P30 49/M 1 5.90 OFF NR CP-D + 
Imlll8C4.13~~ @P.-D * 
P50 49/M 1 b 6.96 OFF CP-D + 
~~~~I~.iW .,~ IDifE @u~ 
P54 50/M lb 5.81 OFF NR CP-D + 
Ip~91111l§~IIIIIJiilltill.17lD:§.~~ •• f.!BII[@'p:Ji}311.l11i1i 
P57 44/F la 6.76 None CH CP-D + 
IIl$.~~gFAtIJI[~~~@lIDJIIImI 
P59 60/F la 5.59 None CH CP-D + 
~QJM~~~~I1!fsN~1 
P63 72/M lb 6.62 None CH CP-D + 
:~~l~ml~!.lli~~~~pJDlIiIDI 
P71 45/F la 6.92 ON CH~NR CP-D NA 
~~~1'i~t\ ... ~~ 
P35 49/M 1 <1.7 OFF SVR Aviremic 
····~~liij1i~..,·iiî~~f ..... ~~··~·$"'.,.~'~'\i"'·~···B~:l!.m~1 fE:3;2.~YJf~~J:lt~l~lttl7!;:~>3~RQ!'i"~~.§!\~~~.I!11.S"qli1f~~~ 
P38 60/F NA <1.7 None SR Aviremic + 
fj>JJ~~A~~k:ififJ1li1'€1~lIIr~fW~~~ 
P40 50/M NA <1.7 None SR Aviremic 
Iè'~W~~A~i1Bfl~2~~~t~ 
P42 53/M la <1.7 OFF SVR Aviremic + 
~È]ji;ilt_§ml~~ùil;~~tl~~1i~il@JiJ1~tl~';~~~~~~~1l 
P44 49/F la <1.7 OFF SVR Aviremic + 
~m~jJf~y.~~iIT~jl~~i.i~i1~:(~7)l~~hK>,li~r1rt{ffi§MH.!r'vM.~~Ji~ 
P46 40/F la <1.7 OFF SVR Aviremic NA 
~§p1:~~~~~~~:i;J:~~i~J~'~r~~1}tçi'~01;~1(~~'f~§3f~~~$~B!~Jmi~~f] 
P67 70/F lb <1.7 OFF SVR Aviremic NA 
!0P(r8f:;~~li'iW3'5lM(f~~~~i~~W4t2f;'!!;1\0~7?Zf~~0FF;~tR~H~,,~"ÎSMffit~~~;Nx4~ .t;~",-~"\!.~.~J.c.:.!..,,:(1,,é~'.~:!J,i~~:i:~'.:1''' __ '''''''''..o....~'1.~'.Li.:'"..:_{ ... ~1ft:J!!,~0.it4aG:~'It:!1.S~~"'I".1 
P73 55/M lb <1.7 OFF SVR Aviremic NA 
Abbreviations: NIA, not available; CH, chronic never treated; NR, nonresponse; SVR, sustained viral response 
after infection clearance. 
aMeasured with Cobas AmpliPrep/TaqMan HCV Test at the time of collection of blood samples; lU/ml (at the 
start of study entry, week 0). 
bClinical sub-groups of HCV viremic patients identified as based on MDC functionality (see Materials and 
Methods). Patients with a red bold CP grouping initiated ribavirin/pegylated IFN-u2 combined therapy; c1ustering 
analysis occured beofre treatment onset. 
cMeasured with a nested real-time qRT-PCR using hybridization probes on a RotorGene instrument; HCV RNA 
loglo copies xlO..6 PBMCs (at the start of study entry, week 0). 
CHAPITRE IV 
DISCUSSION ET CONCLUSION 
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La persistance de l'infection après une hépatite C aiguë chez l'individu résulte de 
l'incapacité de réponses immunes, a priori adaptées, à éliminer l'infection virale. 
Cette incapacité ne dépend pas seulement de la vigueur et de la diversité de ces 
réponses, mais aussi des caractéristiques propres du VHC qui influencent 
l'interaction entre l'immunité innée et adaptative. De nombreux pathogènes 
chroniques ont "appris" comment détourner les systèmes de défense des organismes 
en infectant efficacement les DC: les virus VIH et HSV en sont des exemples. Un 
article récent écrit par des spécialistes de la question titrait encore: "ls hepatitis C 
virus infection of dendritic cells a mechanism facilitating viral persistence?" (444). 
Le concept date pourtant de plusieurs années et a été popularisé à partir 
d'observations montrant que la capacité allostimulatrice des DC dérivées à partir de 
monocytes CD14+ (Mo-DC) originant de sujets virémiques non-traités était inhibée, 
contrairement à celle de donneurs avirémiques traités aux IFN-u2 ou sains (29, 279). 
La raison de ce questionnement persistant est sans doute à rechercher dans une 
surinterprétation des résultats obtenus dans des conditions expérimentales peu 
physiologiques (c-à-d. Mo-DC), et dans une généralisation abusive du modèle qui en 
a été tiré. De là l'établissement d'un paradigme résumant le sort et la fonction des DC 
dans le cadre de l'infection au VHC en deux hypothèses contradictoires (dysfonction 
versus normalité). De là aussi l'idée, vite dominante, que les DC ne sont pas 
infectées, que leurs fonctions de présentation d'antigène ne sont pas compromises et 
que les défauts observés sont une conséquence passive de pathologies secondaires 
émanant d'une virémié plasmatique élevée (142). On verra dans ce chapitre que ce 
raisonnement s'appliquait mieux au modèle qu'aux données expérimentales réelles. 
En l'absence de données sur les DC primaires, cette vision schématique était en effet 
construite sur des observations effectuées dans des conditions expérimentales 
particulières (systèmes de dérivation in vitro de DC) qui sont pratiques d'un point de 
vue technique, mais dont les caractéristiques fonctionnelles ne reflètent pas la réalité 
physiologique, et qui, trop vite, ont été constituées en norme. En fait, une semaine de 
culture avec des doses élevées de GM-CSF et d'IL-4 n'a probablement qu'amélioré 
les capacités présentatrices d'antigènes de précurseurs non-défectifs dans le système 
in vitro (496) et permis de surmonter le défaut immunologique présent in vivo dans 
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une sous-population de De. Ainsi, sans remettre en cause l'utilité du système Mo-
DC, l'ensemble de ces éléments et des études réalisées pour cette thèse, combinant 
cytométrie et analyse directe de MDC primaires, justifie un réexamen de la pertinence 
physiologique des DC dans l'infection VHe. 
L'objectif de cette discussion est donc de présenter un autre point de vue sur ces 
cellules et leurs fonctionnements (voir la section 4, chapitre 1). Avant d'entamer cette 
analyse critique, il convient de préciser ici l'objet dont on parle, car il n'y a pas une, 
mais de nombreuses façons d'activer les MDC, par exemple les cytokines pro-
inflammatoires (IL-1~, TNF-a etc.), le LPS, le Pam3Cys~, le ssRNA40. Les 
partenaires moléculaires (c-à-d. récepteurs PRR) étant différents dans chaque cas, 
chacun de ces objets doit donc être analysé spécifiquement, et il est important de se 
garder de généralisations anticipées, un point de vue qui est trop souvent mal apprécié 
par les auteurs d'étude concernant les DC et l'infection VHC. Bien que des MDC de 
patients virémiques activées par TNF-a soient fonctionnellement compétentes (c.-à-d. 
qu'elles peuvent stimuler l'expansion clonale de mémoires CD4+ influenza-
spécifique) (366), ce résultat a priori encourageant voulant que la signalisation du 
récepteur TNF ne soit pas affectée par l'infection chronique au VHC ne renseigne 
toutefois pas sur le potentiel d'activation des DC en réponse aux PAMP connus pour 
retransmettre des signaux d'alarme par les PRR consacrés à la détection de 
constituants viraux (ex. dsRNA par le TLR3), lesquels sont paradoxalement restés 
inexplorés. Malgré une exécution prudente des expériences, la conclusion tirée de ces 
observations par les auteurs se résume à une capacité fonctionnelle normale des MDC 
circulantes dans des patients atteint d'une hépatite C chronique. Dans ce qui suit, 
nous porterons un intérêt particulier à la structure et au fonctionnement des TLR 
antiviraux exprimés par les MDC, en particulier les TLR3, 4 et 8. Rappelons que si 
d'autres cellules comme les cellules B, les PDC ou les monocytes/macrophages 
expriment des TLR et peuvent également présenter des antigènes à des cellules T 
activées, les MDC sont les seules CP A capables, in vivo, d'activer pleinement 
l'induction de CDS+ cytotoxiques. D'ailleurs, la déplétion in vivo des MDC, 
qu'entraîne l'injection de toxine diphtérique à des souris transgéniques exprimant le 
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récepteur de cette toxine sous le contrôle du promoteur de la molécule CDlic (un 
marqueur myéloïde), empêche l'induction de réponses CTL chez des souris soumises 
à une infection virale (270, 516). Ainsi, cette thèse s'est concentrée sur la 
caractérisation des MDC primaires et des altérations physiologiques qu'elles 
subissent dans l'infection VHC. 
Nos travaux ont permIs d'identifier des MDC de spécificités fonctionnelles 
différentes entre patients virémiques et avirémiques, de caractériser la nature de 
l'interaction virus-hôte et de démontrer la présence d'un défaut réversible dans la 
réception des signaux de danger transmis par la voie TRIF -dépendante. Ces résultats 
sont résumés en quatre points qui font l'objet d'une discussion indépendante: (1) les 
MDC périphériques sont infectées par le VHC; (2) le cas échéant, leurs fonctions ne 
se limitent pas au simple transport de l'antigène vers les ganglions drainants; (3) elles 
sont susceptibles d'exercer un contrôle négatif antigène-spécifique sur la qualité de la 
réponse adaptative CD8+; et (4) leur statut fonctionnel influence le taux de réponse 
objectif au régime thérapeutique ribavirine-IFN-u2. Finalement, nous aborderons 
comment l'environnement immunitaire intrahépatique bien qu'associé à l'induction de 
la tolérance périphérique, conserve sa capacité à soutenir des réponses efficaces 
contre des pathogènes viraux, et comment le VHC utilise ces propriétés 
immunologiques pour favoriser sa persistance chez l 'hôte infecté. 
1. Réservoir viral: infection des DC par le VHC 
La discussion qui suit se concentre sur les résultats obtenus en lien avec la 
caractérisation d'un réservoir d'importance immunologique qui se constitue dans les 
DC périphériques chez des patients virémiques sans antécédents récents de thérapie 
antivirale. L'équipe de Onji (601) a montré que la circulation de DC infectées 
(contenant de l'ARN génomique) paraît très affectée sous ribavirine-IFN-u2, même 
lorsque la virémie ne diminue que de peu. Toutefois, la notion que la topologie des 
réservoirs est inchangée après traitement antiviral repose en partie sur l'hypothèse que 
la production virale n'est pas totalement inhibée par les antiviraux, ce qui permet 
l'infection de nouvelles cellules. Le profil habituel de la courbe effet-dose d'un 
----------------------------------- - ------ --- -- -
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antiviral est peu compatible avec une inhibition à 100%. La multiplication résiduelle 
du virus ne peut donc être négligée. L'action des régimes antiviraux à base de 
ribavirine-IFN-u2 aboutit plutôt à un nouvel état pseudo-stationnaire dans lequel la 
multiplication virale est diminuée de plusieurs ordres de grandeur, par exemple d'un 
facteur de 10\ ce qui est considérable (381). Cet état d'équilibre dynamique peut 
évoluer dans deux directions opposées: d'un côté, le contrôle total de la réplication 
virale par extinction progressive des microfoyers de multiplication virale, de l'autre, 
un nouvel état pseudo-stationnaire avec reprise de la réplication virale dans certains 
réservoirs si un virus résistant émerge lorsque le traitement perd de son efficacité (cas 
d'échec non-répondant). C'est manifestement ce type d'événement que l'on observe 
dans la grande majorité des cas VHC-infectés, avec la recrudescence de la charge 
virale plasmatique et du nombre de cellules immunitaires infectés, alors que ces deux 
paramètres étaient indétectables sous traitement. Les données les plus récentes 
viennent confirmer qu'il existe bien des microfoyers de multiplication virale 
résiduelle après traitement, alors même que la virémie plasmatique n'est plus 
détectable depuis plusieurs mois (461, 462, 477, 478). En effet, dans certains cas 
exceptionnels, par exemple chez des sujets convalescents à long terme après 
traitement (SVR répondant), la virémie plasmatique peut être très diminuée, en deçà 
des seuils de détection actuels «50 copies d'ARN/ml), alors que la circulation de DC 
positif pour la présence d'ARN HCV reste paradoxalement détectable (461). Ce 
phénomène est sans doute attribuable à la présence d'une faible réplication 
intermittente mais soutenue au niveau du foie dans ces quelques cas (78). Toutefois, 
il est important de noter que des travaux longitudinaux récents sur des cohortes plus 
nombreuses n'ont pu confirmer ces observations sur l'existence de microfoyers de 
réplication qui persistent après la clairance virale (390). Une infection résiduelle chez 
des SVR n'est peut-être qu'un épiphénomène puisque la récurrence de l'infection est 
un événement très rare après immunosuppression (51). Les outils développés dans 
cette étude (qRT-PCR et essais fonctionnels) ont cependant permis une quantification 
et une caractérisation plus précises du devenir des DC infectées chez des sujets 
convalescents (avirémiques), chroniquement infectés sans historique de thérapie 
antiviral ou n'ayant pas répondu au traitementribavirine-IFN-u2. 
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La détection d'ARN du VHC dans les DC périphériques (chapitre II) isolées de 
patients chroniquement infectés est conforme aux observations montrant que ce 
compartiment cellulaire contient sans ambiguïté le virus in vivo (195, 398, 600). 
Notamment, une quantité importante de l'ARN détectée est distribuée dans le 
compartiment des DC (isolés par F ACS) en comparaison avec les niveaux détectés 
dans les échantillons de lymphocytes B tels que définis par l'expression de CD19 (5.2 
vs. 4.7 loglO copies d'ARN xl0-6 cellules respectivement; figure 9), ce qui s'avère en 
nette opposition avec une série d'observations faites par des études antérieures (56, 
664). Les travaux de Sung et al. (575) ont déjà montré que les lymphocytes B (définis 
dans notre étude comme CDTI4-19+CMH-U+) sont susceptibles de soutenir de façon 
transitoire une infection VHC réplicative in vitro. Ainsi, la présence des plus hauts 
niveaux d'ARN du VHC seulement dans les DC périphériques relativement à ceux 
quantifiés dans les échantillons originaux de PB MC (p<O.OOl; figure 9), souligne leur 
rôle en tant que l'un des sites réservoir de prédilection du virus dans la périphérie 
sanguine. Cependant, la capacité de mesurer une interaction spécifique entre le VHC 
et une cellule du système immunitaire par la détection de son génome par RT-PCR a 
été critiquée (619) et mise en doute puisqu'il est avancé que les molécules d'ARN 
détectées ne résultent peut-être que de l'adsorption de particules virales à la surface 
des cellules. Dans ce cas, les niveaux d'ARN VHC détectés devraient être 
proportionnels aux charges virales plasmatiques en raison d'une propensité accrue 
d'interactions d'origine non-spécifique entre virions ou débris d'hépatocytes infectés 
et cellules ( corrélation positive). Or, nous n'avons trouvé aucune corrélation linéaire 
entre la charge virale plasmatique ou entre l'inflammation hépatique (ALT/AST) et 
les niveaux d'ARN viral mesurés par cellule (se référer aux chapitres II et III), ce qui 
vient confirmer que ce dernier paramètre ne paraît pas significativement influencé in 
vivo par la virémie ou la sévérité de l'hépatite. Ces données sont en accord avec notre 
affirmation que l'apparition de MDC défectueuses dans la périphérie (voir point 2) est 
le résultat d'une interaction physique spécifique entre le virus et les DC affectées 
plutôt qu'une conséquence de l'exposition de ces cellules à la pathologie qu'est 
l'hépatite C chronique. 
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Dans l'optique de montrer qu'il est vraiment question d'une permissivité des cellules 
immunitaires (c.-à-d. capacité à soutenir l'entrée et les premières étapes réplicatives 
du cycle de vie; se référer à la figure 2), les ARN extraits de PBMC CD 14- stimulés 
avec 3 Ilg/ml de phytohemagglutinine (PHA) et 200 Ulml d'IL-2 ont été récoltés à 
intervalle régulier sur une période de trois à sept jours et analysés pour estimer 
l'accumulation de l'ARN viral dans une population cellulaire· en expansion. La 
persistance à court terme des ARN génomiques du VHC dans les PB MC stimulés 
(Tableau 9 & figure 21, en annexe) est en contradiction avec un effet de dilution 
cumulatif à mesure que la population cellulaire augmente par division, s'il n'y avait 
une faible réplication du génome pour compenser ce phénomène. Ces observations 
sont en accord avec des donnée similaires publiées pour des PB MC (460). De 
manière intéressante, cette persistance à court terme des ARN génomiques du VHC 
dans les PBMC stimulés coïncide avec la présence de transcrits viraux de polarité 
négative (LO.R.O, O.B., R.-P.S. et D.L., données non publiées), en accord avec ce 
qui a été démontré par d'autres études (330). La détection de l'ARN de polarité 
négative n'est pas une preuve d'infection productive (c.-à-d. qui mène forcément à la 
production de virions néoformés), mais bien ceBe d'un marqueur biochimique qui 
révèle des événements récents de traduction et de réplication du génome viral (se 
référer à la section 1.1, chapitre 1). Ces résultats, ainsi que l'inhibition de l'abondance 
du génome ARN du VHC dans des PBMC après traitement pharmacologique avec les 
inhibiteurs antiviraux BILN2061 et VIR235 (Tableau 6), indiquent une origine 
intracellulaire pour l'ARN viral amplifié par qRT -PCR et montrent clairement que les 
réservoirs hématopoïétiques existent d'une manière indépendante des interactions 
non-spécifiques (i.e. FcR, phagocytose d'hépatocytes apoptotiques infectés) 
soupçonnées par divers auteurs d'être à l'origine du signal détecté. Nos résultats 
fonctionnels (discuté ci-bas) indiquent qu'il est improbable que les réservoirs détectés 
ne soient finalement que des sites d'accumulation de particules virales par 
phagocytose ou par adsorption à la surface des DC au lieu de véritables sites 
d'association spécifique (se référer à la discussion du chapitre II). De plus, nos 
observations confirment qu'il y a une relation distincte entre le VHC et les cellules 
hématopoïétiques tel que précédemment suggéré par des études de 
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compartimentalisation (variants uniques) et d'hybridation in situ (418, 50l). Par 
conséquent, la détection quantitative d'ARN génomique du VHC est un marqueur 
fiable d'une interaction infectieuse entre le virus et les cellules immunitaires de sujets 
infectés en conformité avec les propos de Michalak et ses collaborateurs qui détectent 
l'expression concomitante de la NS5A (par microscopie confocale) dans les PBMC 
ARN+ (459). 
Une série d'arguments d'ordre taxonomique et empirique viennent aussi renforcer la 
notion que ce virus hépatotropique démontre in situ un tropisme pour les DC 
d'origine myéloïde. Notamment, l'infection des DC humaines de Langerhans ou 
dérivées de monocytes CD 14+ sanguins (351, 648), via l'endocytose médiée par le 
récepteur CD209 (369, 421, 467, 508, 586), permet la réplication virale d'un virus 
apparenté, celui de la fièvre de dengue, dans ces hôtes cellulaires (317). De plus, 
Kaimori et al. (275) confirment in vitro le rôle des lectines de type C mannose-
spécifique dans l'entrée du VHC et sa réplication dans des MDC circulantes. 
Conséquemment, les Mo-DC, qui expriment les récepteurs putatifs identifiés pour 
l'entrée du virus (se référer à la section 1.1.2, chapitre 1), sont infectables par le VHC 
in vitro (3, 422). Ces observations démontrent le rôle que peuvent exercer les lectines 
comme CD209 dans le tropisme cellulaire du VHC et permettent d'étayer l'hypothèse 
sur la nature infectieuse de l'interaction entre les MDC et le VHC. Toutefois, le 
mécanisme par lequel le génome du VHC persiste in vivo sous la forme d'un 
réservoir au sein des DC n'est pas connu. Une hypothèse envisageable est que les 
pro géniteurs hématopoïétiques des DC myéloïdes pourraient être infectés par le VHC 
dans le foie et, par la suite, transmettre l'infection à leur progénie. Ainsi, Sansonno et 
al. (515) ont montré par RT-PCR in situ et par cytométrie (détection de protéines 
virales) que les CD34+ isolés de la moelle osseuse ou de la périphérie sanguine de 
sujets VHC-infectés sont porteurs du virus in vivo, tout en étant le siège d'une 
réplication virale importante capable de soutenir ex vivo le déroulement du cycle viral 
complet. Pham et al. (461) rapportent également la détection d'ARN génomique 
(quoique à de faibles niveaux) dans des DC dérivées à partir des précurseurs 
monocytaires (Mo-DC). Dans ce contexte, le renouvellement des MDC circulantes 
infectées en périphérie à partir de la différenciation des précurseurs CD34+ ou CDI4+ 
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pourrait favoriser le maintien du réservoir observé à long terme. ln vivo, il a été 
montré que le passage de monocytes CD 14+ à travers l'endothélium vasculaire dans 
les tissus peut s'effectuer sous l'influence de stimulus proinflammatoires produits par 
l'injection intradermique d'antigènes particulaires, et aboutit à leur différenciation en 
MDC capables, après capture de l'antigène, de migrer dans les LN drainants (186, 
257, 482, 505, 580). Par ailleurs, une toute autre hypothèse peut être émise selon 
laquelle les MDC recrutées dans le foie sont infectés lorsqu'elles captent des 
antigènes viraux et que l'on ne mesure qu'une fraction de ces cellules en recirculation 
vers les organes lymphoïdes. En somme, le réservoir dans les DC n'est peut-être pas 
un site de persistance prolongée du VHC sous forme infectieuse (site de production 
de virus) mais, avant tout, une cible cellulaire dans laquelle persiste un niveau 
détectable de transcription des ARN viraux qui signent des événements récents 
d'infection et de réplication favorisant son maintien à très court terme mais 
nécessitant une réinfection continuelle de nouvelles cellules transitant du foie aux 
organes lymphoïdes (et ce tant que le réservoir principal d'hépatocytes reste intact). 
2. Immunité innée et réservoir VHC dans les De: un flirt bénéfique? 
Une des questions à l'origine de ce travail concernait la possibilité que la présence de 
ce réservoir dans les DC (décris ci-dessus) conduise à une inactivation des fonctions 
innées de ces cellules. C'est cette question qu'aborde le chapitre II, et nos résultats, 
publiés récemment dans la revue Journal of Viralogy (496), démontrent que l'ARN 
du VHC détecté dans les DC exerce une influence négative sur la transduction des 
signaux provenant des récepteurs TLR3 (poly I:C) et TLR4 (LPS) exprimés par les 
MDC CD14-33+HLA-DR+ du sang de patients virémiques. Ces profils d'expression 
ex vivo obtenus par cytométrie pour l' IL-12 sont conformes à d'autres observations 
montrant que les MDC circulantes ont des réductions importantes de leur capacité à 
synthétiser cette cytokine dans le contexte de l'infection au VHC après engagement 
du TLR3 et TLR4 (19, 24, 122) ainsi que l'atténuation de la capacité des Mo-DC 
infectées in vitro à produire de l'IL-12 après stimulation avec le LPS (3). L'expansion 
du criblage par cytométrie de la capacité des MDC à s'activer en réponse à d'autres 
agonistes des TLR a mené à l'observation que la production de cytokines par le TLR8 
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(voie MyD88-dépendante) était intacte (Figure 14). L'expression conjointe d'IL-12 et 
de TNF-a suivant l'engagement des TLR3 et 4 analysés est inversement 
proportionnelle aux niveaux de molécules d'ARN du VHC détectés (Figure 16), 
suggérant que cette désensibilisation spécifique de la signalisation dose-dépendante 
de ces TLR pourrait être causée par l'expression de protéines du virus exprimées dans 
les MDC hôtes. D'ailleurs, l'un des rôles physiologiques de la protéase NS3/4A dans 
des cellules infectées est de prévenir l'induction d'IFN-~ suite à la phosphorylation et 
l'activation d'IRF3 par la voie TRIF-dépendante du TLR3 (346). Or, la restauration 
de la sensibilité au LPS par traitement à l'inhibiteur BILN2061, alors que les 
réponses au TLR8 restent inchangées (c.-à-d. qu'elles étaient initialement intactes; 
figure 16), nous ont permis de démontrer que l'activité protéolytique de la NS3 et la 
réplication virale interfèrent directement avec l'activation de la voie TRIF-
dépendante dans les MDC infectées de patients virémiques CP-Do Nous avons 
également noté l'amélioration des basses réponses des MDC après thérapie IFN-a2. 
Ces résultats fournissent une base moléculaire spécifique pour les observations 
antérieures du dysfonctionnement au niveau de la réceptivité du TLR3 chez les MDC. 
L'activation préexistante ( et continuelle) par stimulation d'antigènes viraux persistants 
peut désensibiliser les voies TLR à une restimulation subséquente (c-à-d. qu'aucune 
cytokine n'est produite). Ceci pourrait se produire par des mécanismes négatifs de 
rétroaction, par exemple comme ceux médiés par les suppresseurs de la famille SOCS 
(382,419) parmi d'autres (175). Une stimulation chronique in vivo par du LPS dans 
l'infection VIH mène également à une capacité réduite des monocytes de sécréter du 
TNF-a ex vivo après restimulation (66). En extrapolant à partir des travaux cités ci-
dessus, on pourrait être porté à croire que la réduction dufold-change dans l'activité 
des TLR3 et 4 suivant leur stimulation résulte d'une sécrétion basale élevée en 
cytokines due à une activation chronique provenant du contexte inflammatoire lié à 
l'infection VHC. Or, nous n'avons trouvé aucune différence significative dans les 
niveaux basaux d'IL-12 ou de TNF-a entre les sujets VHC- et VHC-séropositifs (p= 
0.72, n=6 VHC-, n=31 VHC+; données du chapitre III); à la place, nous avons 
observé la production significative d'IL-6 après stimulation au LPS dans le sous-
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groupe CP-D (Figures 12 et 16), ce qui infirme l'idée d'une désensibilisation due à 
une stimulation chronique. L'observation récente que le VHC induit l'expression 
d'IL-IO (24), une cytokine immunomodulatrice qui régule négativement la 
production d'IL-12 dans les MDC, est une explication à envisager pour nos résultats. 
Toutefois, cette explication a priori simple, qui impliquerait la surexpression 
d'inhibiteurs anti-inflammatoires à large spectre (ex. IL-10) en raison de pathologies 
secondaires à l'infection, ne paraît pas être en cause puisqu'un tel mécanisme de 
rétrocontrô1e négatif devrait avoir comme conséquence l'inhibition généralisée des 
signaux issus de la reconnaissance des P AMP par de multiples TLR, contrairement à 
une inhibition restreinte à la seule activation de la voie TRIF -dépendante comme 
observée (Figures 14 et 15). 
L'ensemble des résultats présentés ici ne sont pas conformes à l'idée d'une 
diminution systémique de la réponse des TLR à travers tous les types cellulaires et 
voies de signalisations PRR connues (du moins celles étudiées), mais plutôt avec 
l'idée d'une inhibition spécifique de la détection des agonistes empruntant la voie de 
signalisation TRIF -dépendante dans les MDC infectées puisque les monocytes restent 
fonctionnels (Figure 12). Les signaux originant de la reconnaissance des IFN de type 
1 (a/~) sont exigés pour l'activation des DC après l'engagement du TLR3 par du 
poly(I:C) ou une infection virale réplicative (via la voie RIG-I1IPS-l). En effet, les 
DC issues de souris IFNAR1-1- sont altérées dans leur capacité à induire la 
transcription des gènes TNF-a et IL-12 p40 après une infection avec le virus NDV, 
pendant que leur capacité à migrer vers les organes lymphoïdes pour donner le signal 
costimulatoire n'est aucunement affectée -l'expression de CCR7 et CD86 étant 
comparable à celle des souris sauvages (235). Contrairement à l'IL-6 (cytokine que le 
VHC n'inhibe pas; chapitres II et III), la synthèse d'IL-12 et de TNF-a est également 
diminuée dans des souris TRIF-1- (312, 660) ou STAT1-1- (181, 278). STAT1 est une 
composante signalétique essentielle à la cascade découlant duIFNAR (562). 
Quelques travaux récents dans des modèles hépatiques ont montré que les protéines 
du VHC (c.-à-d. Core, NS3/4A) réduisaient l'accumulation de la forme phosphorylée 
de ST AT 1 (55) en incitant sa dégradation par le protéasome (355). De toute évidence, 
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l'interférence avec TRIF (ou STAT1) explique la dichotomie en terme de réponse des 
cytokines (IL-6 vs. IL-12/TNF-a) observée dans les MDC infectées avec le VHC. 
En somme, l'originalité des travaux présentés dans le cadre de cette thèse (chapitre II 
et III) est que l'infection des MDC n'interfère qu'avec la reconnaissance par les TLR 
TRIF-dépendant (c.-à-d. le 3 et le 4) et que ces derniers transduisent un signal 
d'activation dont on sait néanmoins qu'il entraîne une activation incomplète de la 
MDC qui n'est en aucun cas suffisante pour induire la production de certaines 
cytokines inflammatoires (IL-I2 et TNF-a). Ces données sont importantes à plusieurs 
égards. En premier lieu, elles permettent peut-être d'expliquer pourquoi les défauts de 
l'immunité adaptative caractéristiques de l'infection chronique sont pour la plupart 
dirigés contre des antigènes du VHC (ce phénomène sera discuté dans la section 
suivante). On peut en effet envisager que les MDC de patients CP-D, à l'instar des 
DC inactives décrites dans des modèles murins, amorcent un cercle vicieux 
conduisant à la tolérance de la réponse adaptative anti-VHC; la décision entre 
l'activation d'une réponse immunitaire versus sa tolérogénisation paraît compter sur 
le statut actif des TLR dans ces CP A, la tolérance étant renversée quand les TLR sont 
activés (325). En second lieu, ces données apportent la clé du mode d'action, jusque-
là inconnu, du mécanisme viral qui atténue la réponse au poly(I:C) et au LPS. 
3. Conséquence(s) physiologique(s) sur la réponse adaptative, particulièrement 
la dimension CTL 
Dans cette pathologie, il est important de noter qu'une image très partielle émerge 
quant à la contribution relative des MDC dans l'échec ou non de la réponse immune. 
Nous avons déjà mentionné que le phénotype CP-D affiché par les MDC contenant 
du VHC convertit probablement une rencontre avec une cellule T en un événement de 
tolérance strictement spécifique de l'antigène et récessive, c'est-à-dire que cette 
tolérance ne· concernerait que les cellules T qui ont effectivement reconnu des 
peptides sur des DC inactives (se référer à la section 4, chapitre I). Des défauts 
d'origine virale qui compromettent les fonctions innées des MDC infectées peuvent 
représenter une adaptation évolutive qui favorise (avec d'autres factèurs, ex. PD-I) 
l'établissement d'une infection chronique chez un hôte autrement immunocompétent 
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et la coexistence hôte-parasite prolongée. Or, pour expliquer la spécificité du défaut 
de l'immunité adaptative anti-VHC, certains auteurs ont cru devoir écarter les DC, 
bien que des signaux originant de ces dernières puissent être essentiels pour 
l'activation des cellules T, en invoquant qu'un tel mécanisme de persistance virale 
exigerait l'infection d'un pourcentage significatif de DC in vivo (loin du 0.1 % à 1 % 
rapporté pour le sang) et que cela mènerait invariablement à une immunosuppression 
généralisée. Nous avons toutefois montré que cette argumentation est infondée 
(même si cela a été beaucoup répété) puisque, entre autres raisons, les défauts 
observés ne sont pas une conséquence passive de pathologies secondaires à 
l'infection chronique tel que proposé par ceux qui souscrivent à la thèse minimisant 
l'importance d'une interférence avec les fonctions innées des MDC. 
Les TLR3 et 8 exprimés par des MDC agissent principalement comme senseurs de 
pathogènes viraux, identifiant, d'une manière généralement réplication-indépendante, 
des motifs moléculaires conservés dans l'ARJ'J génomique des virus (463). 
Récemment, l'activation de MDC par la reconnaissance directe de P AMP (qui 
habituellement sont associés de façon covalente à l'antigène duquel ils dérivent) 
plutôt que l'activation indirecte par des cytokines inflammatoires (ex. TI'JF-a) a été 
montrée comme un prérequis incontournable in vivo pour qu'il y ait induction 
d'effecteurs mémoire T fonctionnels (429, 561). En fait, on sait maintenant que 
l'activation indirecte des MDC, qui n'ont pas encore rencontré l'agent pathogène 
(donc d'antigènes), a pour conséquence d'abroger leur participation à la présentation 
d'antigènes, principalement en arrêtant la captation des antigènes exogènes par 
phagocytose et en empêchant la formation de nouveaux complexes CMH-II-peptide 
(644, 662). Ainsi, dans le scénario de l'infection VHC, l'inactivation de la voie TRIF-
dépendante dans des MDC à la suite d'interactions physiques avec le virus devrait 
n'avoir aucune conséquence délétère sur l'homéostasie globale du système adaptatif 
parce que le nombre de MDC circulantes qui répondent à un pathogène donné (c.-à-d. 
présentant les antigènes viraux d'intérêts) est probablement petit si nous considérons 
que toutes les MDC présentant des antigènes VHC devront avoir d'abord été en 
contact direct avec les composants du pathogène, ouvrant ainsi la voie à une attaque 
de leurs fonctions innées par la NS3/4A. Les résultats présentés ci-dessus confirment 
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la présence de MDC dysfonctionnelles infectées par le virus dans quelques sujets 
virémiques (c-à-d. le sous-groupe CP-D) et démontrent que les fréquences globales 
de MDC dysfonctionnelles sont considérablement restreintes (estimées à <3% des DC 
sanguines; chapitre II), indiquant l'absence de défauts globaux dans la reconnaissance 
innée des signaux de danger. Par conséquent, chaque rencontre d'un pathogène laisse 
certainement assez de DC prêtes à répondre dans la périphérie à de nouvelles 
agressions par d'autres agents infectieux. Nos observations fournissent un appui 
empirique à un modèle actuellement peu privilégié dans lequel l'affaiblissement viro-
induit de l'immunité innée à l'échelle des DC participerait à l'échec de l'immunité 
adaptative VHC-spécifique (64); dans ce modèle, la qualité des réponses CD4/CD8 
virus-spécifiques est contingente sur la capacité des DC à intégrer l'information issue 
du système inné et de la présenter aux lymphocytes T. Nous avons pu préciser ces 
notions dans de récents travaux réalisés sur les CD8+ sécrétant des cytokines et 
mobilisant CD 107a en réponse aux peptides l8-mer de NS3 ou NS5B chez des 
patients virémiques où les MDC sont fonctionnelles (CP-N). Cela constitue une des 
premières analyses fonctionnelles précises de signaux soutenus délivrés par les MDC 
chez l'être humain, et nécessaires à la fonction des cellules CD8+ (voir ci-bas). 
Divers auteurs ont souligné le rôle indispensable de l'IL-12 et/ou de l'IFN-~ dans 
l'expansion clonale et l'activation fonctionnelle optimale des lymphocytes CD8+ 
cytotoxiques (86, 108, 109, 111, 300, 339, 524, 525, 614). Ainsi, l'inhibition de la 
transcription de gènes TLR-inductibles comme l'IL-12 et le TNF-a dans des MDC 
infectées suggère que celles-ci sont défectueuses in vivo dans leur capacité à 
potentialiser une réponse CD8+ antigène-spécifique de haute qualité (c.-à-d. 
expression par le même CTL de ~3 fonctions simultanées). L'observation d'une 
corrélation positive entre le potentiel fonctionnel des MDC et la qualité des effecteurs 
CD8+ VHC-spécifiques chez les sujets virémiques de type CP-N est en accord avec 
cette idée (Figures 18 et 20). À la différence du VHC, les fréquences ainsi que la 
sécrétion d'IL-2 par les CD8+ CEF-spécifiques (réponse dirigés contre des infections 
immuno-contrôlées) ne sont pas corrélées avec l'expression de PD-LI (voir ci-bas 
pour une discussion du rôle de cette molécule) ou avec les facteurs qui prédisent la 
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fonctionnalité des MDC dans les sujets VHC-séropositifs, fournissant une preuve que 
l'affaiblissement sélectif du potentiel inné des MDC suite à une infection mène à une 
immunorégulation pathogène-spécifique de la qualité de la réponse adaptative (Figure 
20). Le fait que des réponses CD8+ CEF-spécifiques ont été induites normalement 
dans les sujets virémiques CP-D (Figure 18) prouve clairement que le phénomène que 
nous décrivons est un épuisement récessif et antigène-spécifique des fonctions 
effectrices des CD8+ qui est dû en partie à la capacité du VHC d'inactiver directement 
les éléments spécifiques de l'immunité innée qu'organisent les MDC. Ce constat est 
en conformité avec les données publiées par d'autres chercheurs qui démontrent que 
la présentation d'antigènes par des DC inactives résultent dans l'amortissement ou 
l'activation abortive des fonctions effectrices antigène-spécifiques des lymphocytes 
CD8+ répondants (107, 110, 127, 128, 400, 425, 470, 471, 656). Plusieurs 
explications peuvent être proposées quant aux causes expliquant ces observations, 
l'une d'elle pouvant être que les cytokines inflammatoires secrétées par les MDC 
activées (IL-12 et autres facteurs encore inconnus) agissent comme facteur de survie 
soutenant l'expansion de cellules CD8+ IL-2+ polyfonctionnelles nouvellement 
activées puisqu'il a été montré qu'elles peuvent réguler à la hausse l'expression de la 
sous-unité a de l'IL-2R (246), réguler l'activité de p27Kip (668) ainsi que celle de 
Bcl-3 (615) ou, indirectement, en préservant une aide CD4+ antigène-spécifique (69, 
96, 292, 448). 
La présence d'une activité CD4+ auxiliaire antigène-spécifique est un facteur 
important qui influence la qualité de la mémoire CD8+ (se référer à la section 2.3.1, 
chapitre 1). Par exemple, la présentation d'antigènes VHC dans la phase aigüe en 
absence d'une aide CD4+ spécifique mène à la tolérance des CD8+ VHC-spécifiques 
(199), tandis que ces mêmes cellules sont normalement activées en présence de CD4+ 
(553). Il a été montré que des DC produisant des niveaux augmentés d'IL-12 étaient 
impliquées dans la restauration de la réceptivité de CD4+ tolérantes de même que 
dans le renversement de la tolérance systémique (91). Aussi, nous pouvons avancer 
qu'un tel mécanisme de tolérance est l'une des stratégies exploitées par ce virus pour 
induire l'effondrement des réponses CD4+ et CD8+ sur lesquelles repose la protection 
et, ainsi, favoriser sa persistance chez l'hôte. Mais l'épuisement fonctionnel des 
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effecteurs CD8+ ne peut expliquer à lui seul, et de façon satisfaisante, la persistance 
(Figure 18). Effectivement, il ne s'agit pas que d'un épuisement fonctionnel dû à une 
antigénémie élevée puisque les effecteurs CD8+ IFN-y + virus-spécifique restent 
détectables ex vivo dans des modèles de maladie virale chronique à haute virémie 
(LCMV (177), VIH (404)) alors qu'ils sont généralement absents de la périphérie lors 
d'une infection au VHC. Aussi, l'échec de l'expansion des effecteurs par la voie PD-
IIPD-LI (décris ci-bas) pourrait jouer un rôle, en synergie avec l'épuisement 
fonctionnel, dans la faible fréquence de cellules CD8+ VHC-spécifique détectées chez 
les individus virémiques. 
Les résultats de l'article présenté au chapitre III indiquent également qu'un nombre 
significatif de lymphocytes CD8+ NS3 ou NS5B-spécifiques activés sont 
polyfonctionnels (:::::20% avec ::::2 fonctions effectrices simultanées; figure 18), ne sont 
pas anergisés ou éliminés chez les cas virémiques CP-N, et pourtant sont dénués de 
tout effet sur le contrôle de la virémie, ce qui suggère peut-être l'existence d'un 
deuxième palier de tolérance qui s'effectue par un autre mécanisme. On sait que la 
fonction des CD8+ est régulée par des molécules costimulatrices et coinhibitrices 
exprimées sur les MDC présentant les antigènes. L'un de ces régulateurs inhibiteurs 
est PD-LI (se référer à la discussion sur la voie de rétrocontrôle PD-lIPD-LI à la 
section 2.2.2, chapitre 1). La surexpression de PD-LI à la surface des CPA (Figure 
19) corrèle avec la diminution du nombre de CD8+ VHC-spécifiques détectées, mais 
ne semble avoir qu'un effet marginal sur leurs capacités fonctionnelles effectrices lors 
de l'infection chronique (Figure 20). En effet, après déclenchement d'une thérapie 
antirétrovirale HAART, l'expression de PD-l diminue sur les CD8+ VIH-spécifiques 
(116), mais cette downregulation n'améliore pas directement la fonctionnalité des 
CD8+ virus-spécifiques préexistants (46), un rôle qui est attribué ici aux MDC 
fonctionnelles. Ces données, une fois combinées avec l'observation que l'effet 
principal du blocage de PD-I chez les souris et l'être humain est sur la prolifération 
antigène-spécifique des CD8+ (32, 282, 456), indiquent qu'une dérégulation du cycle 
cellulaire par PD-lIPD-LI peut limiter l'efficacité antivirale des réponses CD8+ 
polyfonctionnelles anti-VHC en diminuant leur potentiel d'expansion clonale comme 
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c'est le cas pour le VIH (404) et le VHC (420). Cette hypothèse, qui fournit un 
mécanisme pour expliquer l'incapacité des réponses CD8+ VHC-spécifiques des 
patients CP-N à efficacement contrôler la virémie en dépit de la présence de MDC 
fonctionnelles, fait présentement l'objet d'une nouvelle étude. À l'appui de cette 
hypothèse, la numération des CD8+ VHC-spécifique, bien que significativement 
augmentée chez la plupart des patients CP-N (qui expriment des niveaux de PD-LI 
équivalents à ceux de sujets CP-D), demeure à des fréquences modestes n'excédant 
pas 0.2% par antigène. Cela conforte l'idée que, même dans un contexte CP-N, 
l'infection chronique n'atteint pas chez la majorité des patients le seuil quantitatif de 
CD8+ VHC-spécifique nécessaire pour contrôler la virémie. En somme, nos résultats 
indiquent deux points de contrôle critiques par lesquels les interactions VHC/MDC 
semblent empêcher le renouvellement d'un répertoire CD8+ VHC-spécifique 
fonctionnellement compétent pendant la maladie chronique: (1) un blocage de la 
qualité (polyfonctionalité) des réponses CD8+ antigène-spécifiques par l'évasion de 
l'activation TRIF-dépendante de l'immunité innée; (2) la régulation du nombre 
d'effecteurs CD8+ dans les tissus par PD-l/PD-Ll. Le contrôle de l'infection 
chronique semble donc un phénomène dynamique où non seulement la réponse 
immunitaire adaptative mais aussi la réponse immunitaire innée à l'échelle des MDC 
pourraient jouer un rôle important. 
4. La leçon des CP-N: prédire l'efficacité éventuelle des stratégies 
thérapeutiques antivirales en développement 
Un des principaux arguments pour l'utilisation d'une immunothérapie ciblant PD-l 
pour lutter contre le VHC (ou d'autres pathologies virales chroniques) est qu'elle peut 
lever l'inhibition de la prolifération permettant l'expansion de nombreux CD8+ virus-
spécifiques (171). Mais, comme nous l'avons vu, elle ne pourra pas altérer seule les 
autres fonctions de ces effecteurs. 11 est certes valable, d'un point de vue 
thérapeutique, d'induire in vivo l'expansion d'une quantité considérable de 
lymphocytes T spécifiques avec une avidité élevée contre les antigènes du VHC pour 
repeupler la périphérie (553), mais il est probable que la qualité de la réponse 
immunitaire (persistance d'une mémoire polyfonctionnelle), plutôt que simplement 
son ampleur, s'avère être un paramètre plus critique au succès d'une thérapie pour 
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lutter contre l'infection chronique (114, 143). En fait, la présence de hautes 
fréquences de lymphocytes CD8+ anti-VIH-l circulant chez l'hôte infecté n'est pas 
garante d'une résolution clinique contrairement à sa polyfonctionalité (13, 218). En 
outre, les patients 31 et 44 (avirémiques) aussi bien que le patient CP-N 55 
(répondeur), qui ont tous résolu ou contrôlé leur infection VHC, avaient 2':1 % de la 
réponse CD8+ VHC-spécifique pour un antigène donné exprimant quatre fonctions 
simultanément (IFN -y +IL-2+TNF -u + CD 1 07 a +), suggérant que la présence de CD8+ 
polyfonctionnels est un facteur qui influence le taux de réponse aux antiviraux 
standards (c-à-d. IFN-u/ribavirine) dans l'infection au VHC. Dans ce cadre, les CD8+ 
VHC-spécifiques de haute qualité fonctionnelle (c.-à-d. IL-2+) pourraient parvenir à 
survivre à la thérapie dans des sujets CP-N pendant la période où le principal 
réservoir infectieux (et antigénique) diminue, de ce fait inclinant l'équilibre en faveur 
de l'hôte contre le virus: pour répondre rapidement aux situations de rebond réplicatif 
et en cas d'échappement après une période transitoire de contrôle de la virémie, ou 
afin d'éliminer complètement le virus, des niveaux élevés de cellules mémoires CD8+ 
VHC-spécifiques polyfonctionnelles préexistantes sont probablement requis in vivo. 
Or, des études chez la souris montrent que la thérapie antivirale à base de ribavirine 
contribue à la préservation de CD8+ polyfonctionnelles, notamment en modulant 
l'expression de PD-l et de l'intégrité fonctionnelle des DC (67, 68). Puisque cela 
semble être également le cas chez l'être humain pour le VHC (601, 611), on peut 
envisager que la thérapie conventionnelle à base de ribavirine-IFN-u2 ne nécessite 
pas forcément sa conjugaison avec des anticorps anti-PD-Ll, ce qui éviterait 
d'exposer les patients au risque de complications autoimmunes associées avec la 
neutralisation non-spécifique de l'axe PD-l /PD-LI. 
Les résultats discutés ici suggèrent également la possibilité que les inhibiteurs 
protéasiques comme BILN2061 puissent avoir une mécanisme d'action thérapeutique 
double, c'est-à-dire supprimer la réplication du VHC en empêchant le processing 
post-traductionnel de la polyprotéine, tout en libérant de manière concomitante la 
réponse innée des MDC de l'hôte du blocage imposé par l'interférence de la NS3/4A 
avec la voie d'activation TRIF (et probablement IPS-l )-dépendante. Dans le contexte 
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de la thérapie antivirale à base d'IFN-u2 (qui n'est efficace que dans ~50% des cas 
infectés avec le VHC de génotype 1), la dégradation protéolytique d'IPS-l par la 
NS3/4A atténue certainement la boucle d'amplification RNAseLiRIG-I, dont le rôle 
est d'augmenter les niveaux ainsi que la diversité des ISG induits par les IFN de type 
1 que les cellules emploient pour contrôler l'infection du VHC (378). Un tel 
mécanisme limite probablement l'efficacité des thérapies conventionnelles à 
reconstituer en périphérie les fonctions innées des MDC chez les patients virémiques 
CP-Do Ainsi, il est envisageable que le statut CP-N de quelques sujets virémiques 
reflète physiologiquement une capacité à mieux répondre à un régime thérapeutique 
ribavirine-IFN-u2. De fait, cette prédiction est expérimentalement soutenue par 
l'efficacité et la rapidité remarquables (dès la 8e semaine) avec lesquelles des patients 
CP-N recevant un régime thérapeutique d'IFN-u2 en combinaison avec de la 
ribavirine ont éliminé leur virémie, par opposition aux sujets présentant un phénotype 
CP-D, qui pour la majorité, se sont avérés être des cas d'échec non-répondants (étude 
en cours et tableau 8). Le ciblage de l'interface NS3/4A-IPS-l par des antiviraux 
protéasiques (avec le résultat final similaire à celui d'un phénotype CP-N) peut donc 
potentiellement améliorer (voir même remplacer) le mode d'action des IFN dans les 
cas d'échec au traitement en accroissant à la fois l'efficacité de l'immunité innée et 
celle des réponses CD8+ cytotoxiques. Cette étude apporte pour la première fois des 
arguments immunologiques justifiant la poursuite des essais de thérapie à base 
d'inhibiteurs de protéase pour le traitement du VHC. Toutefois, des questions 
importantes restent à résoudre pour développer des protocoles plus sûrs et plus 
efficaces. Ainsi, le rôle que jouent les lymphocytes T polyfonctionnels, de même que 
le bénéfice de cette stratégie à empêcher la surexpression de PD-l dans ces essais, 
doivent être précisés. Ce sont les hypothèses qui font maintenant l'objet de nouvelles 
études puisqu'elles regorgent d'implications thérapeutiques importantes. 
5. Le foie: quand devoir de conciliation tolérance/immunité facilite la persistance 
duVHC 
Le foie est un organe connu pour ses fonctions métaboliques de synthèse, de stockage 
et de détoxification. En occupant une position centrale entre le système circulatoire 
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veineux du tractus gastro-intestinal et systémique, le foie reçoit 75% de son apport 
sanguin directement de la veine porte. En conséquence, il est continuellement exposé 
tant aux antigènes d'agents pathogènes qu'aux pro-biotiques et antigènes alimentaires 
entrant via l'intestin. Le foie est ainsi obligé d'agir également en tant qu'organe 
immunitaire complexe, fonctionnant selon le cas comme un site susceptible d'induire 
des réactions immunitaires efficaces contre les pathogènes ou d'assurer la tolérance 
périphérique envers les antigènes du soi/inoffensifs. Les facteurs déterminant cet 
équilibre sont peu clairs: en particulier, bien que l'on ait proposé une variété de 
mécanismes pour expliquer les propriétés tolérogéniques du foie (475), le mécanisme 
par lequel ce phénotype peut être inversé pour permettre des réactions immunitaires 
intrahépatiques fonctionnelles est incertain. Cependant, la preuve expérimentale 
récente que le foie agit comme un site d'activation primaire des CD8+ naïfs menant à 
la formation de CTL fonctionnels dans un cadre d'exposition aigüe à un antigène 
permet l'élaboration d'un nouveau modèle qui pourrait expliquer, au moins en partie, 
comment des réponses immunitaires divergentes sont produites dans cet organe. Ici, 
nous discuterons brièvement des moyens par lesquels la tolérance intrahépatique peut 
être générée et comment l'équilibre entre ce résultat et l'immunité peut être en fait 
déterminé par les DC, tout en spéculant sur la signification clinique possible de tels 
mécanismes sur la résolution d'une infection au VHC. 
L'activation incomplète de CD8+ naïfs (absence de fonctions cytotoxiques) et la mort 
cellulaire prématurée de ceux-ci dès les premiers jours après activation a été 
rapportée quand l'antigène est exprimé par des hepatocytes (agissant comme CP A) 
(63). Si cela devait s'avérer une propriété généralement vrai pour tout antigène 
présenté dans le foie, cela impliquerait que l'échec de l'immunité dans certaines 
infections chroniques non-cytopathiques, comme le VHB et le VHC, serait dû au fait 
que la présentation d'antigènes par les cellules parenchymales du foie (ex. 
hépatocytes, LSEC) ne fournissent pas l'ensemble des signaux costimulatoires requis 
pour une activation complète des CD8+ (signal de survie proportionné et adéquat). 
Cependant, l'expression continue d'un antigène transgénique (principal modèle utilisé 
pour sonder les propriétés présentatrices du foie) est connue pour induire des T 
régulateurs (17, 264, 268) qui peuvent affecter l'activité de précurseurs non tolérants 
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n'ayant pas été supprimés par sélection négative dans le thymus, créant ainsi un 
mécanisme alternatif de tolérance. En raison de ce mécanisme, une souns 
transgénique exprimant un Ag tissu-spécifique est plus exactement un modèle 
représentatif de tolérance au soi, plutôt que d'immunité à un antigène infectieux. 
Donc, la régulation négative des réponses naïves CDS+ intrahépatiques rapportée pour 
un antigène hépatique transgénique (43, 65) pourrait simuler les mécanismes de 
tolérance au soi et le contrôle de réactivité autoimmune plutôt qu'être la 
démonstration de l'incompétence immunologique du parenchyme du foie à présenter 
des antigènes dérivés d'un pathogène dangereux. 
Il est généralement admis que l'activation de l'aide CD4+ est dépendante de la 
présence des signaux costimulatoires transmis par des DC matures présentant 
l'antigène dans les LN régionaux et que cette activation ne se produit jamais à 
l'extérieur des organes lymphatiques (254). Dans le cas du priming des CD8+, les 
besoins absolus en costimulation sont moins bien établis. En fait, dans des souris 
Cd28--1- infectées avec LCMV la différenciation complète en CTL est observée (535). 
In vitro, il est possible d'induire l'activation et la différentiation de CD8+ en CTL par 
des tétramères CMHp-I, et ce en dépit d'un manque de molécules costimulatoires 
(622). À partir des études citées précédemment, il peut être avancé que les 
caractéristiques costimulatoires des DC sont facultatifs pour ce qui est du priming 
CD8+. Les travaux du groupe de Crispe dans lesquels ils montrent que l'activation 
complète de CD8+ naïfs intrahépatiques peut avoir lieu indépendamment des LN est 
compatible avec cette vision de l'initiation d'une réponse CD8+. L'activation aigüe et 
la différenciation complète de CDS+ naïfs en CTL par les cellules parenchymateuses 
du foie fut démontrée par la présence d'une cytotoxicité spécifique jusqu'au jour 6 
après l'injection du peptide activateur dans un modèle de transplantation hépatique 
dépourvue de microchimérisme où la souris B6.C_H2bm8 récipiendaire du greffon est 
incapable de présenter le peptide SIINFEKL sur le CMH-I (294). Ce résultat, 
confirmé dans un modèle d'infection restreint aux hépatocytes (649), est un argument 
clé contre l'idée que la base du mécanisme permettant la tolérance de la réponse CTL 
dans le foie est l'enclenchement d'un programme d'activation intrahépatique 
défectueux lorsque des CDS+ naïfs rencontrent leurs antigènes spécifique présentés 
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par les cellules hépatiques. Puisque le modèle expérimental de Crispe et al. (295) 
dépend de la présentation intrahépatique d'un peptide CMH-I par des cellules non-
hématopoïétiques, ce modèle exclut la participation de l'aide CD4+ qui est essentielle 
à la génération d'une mémoire CTL compétente de longue durée. Sans aide, le 
développement et la survie des CTL en mémoire se détériorent (voir section 2.3.1, 
chapitre 1); donc, il est juste de supposer que les CD8+ étudiés par Crispe et al. seront 
incapables de se différencier en mémoire fonctionnelle à moins qu'une aide CD4+ 
antigène-spécifique ne leur soit fournie. Ainsi, la finalité et la qualité d'une réponse 
CD8+ intrahépatique pourraient être déterminées par: si l'activation primaire est 
restreinte à l'environnement tolérogénique du foie (CD8+ sans aide); ou, si une 
immunité CD4+ est également incitée par la rencontre d'antigènes présentés par des 
MDC activées transitant du foie vers les LN (CD8+ aidé). Ces découvertes 
soutiennent un nouveau modèle d'interactions hépato-immunitaires, avec des 
implications pour notre compréhension de la nature paradoxale des propriétés 
immunologiques du foie. En l'absence de DC activées (recrutées ou résidant dans le 
tissu), l'équilibre entre tolérance et immunité dans le foie peut être décentrée vers la 
tolérance (104), permettant de ce fait à certains pathogènes d'éluder la détection 
immunitaire (voir ci-bas). 
Je propose que les DC hépatiques sont les cellules qui intègrent les facteurs exogènes 
et environnementaux du foie pour contrôler le sort final de l'activation d'une cellule 
CD8+ intrahépatique à son antigène de façon à ce que l'homéostasie tissulaire soit 
maintenue. Le TGF-~ et l'IL-lU sont des candidats à cette activité modulatrice 
microenvironnementale, ces cytokines étant produites constitutivement par beaucoup 
de cellules hépatiques (340, 593), y compris les macrophages Kupfer et les cellules 
endothéliales des sinusoïdes. De plus, de récente études indiquent que les cellules 
stromales des muqueuses (et du foie (49, 658)) produisent de façon cyclo-oxygénase 
2 (COX2)-dépendent la prostaglandine E2 (PGE2) sous l'influence des niveaux 
physiologiques de LPS (1-20 pg/ml) auxquels l'intestin et le foie sont continuellement 
exposés après absorption par l'iléon terminal (426, 427). Les DC elles-mêmes 
pourraient également produire de la PGE2 par COX2 en réponse à cette exposition 
continue au LPS une fois résidant dans les tissus affectés (220). Puisque la PGE2 est 
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reconnue pour polariser la différenciation des DC résident dans les tissus vers un 
phénotype inhibiteur IL-lO+IL-lT, cela aiderait à expliquer la prédominance de DC 
tolérogéniques dans le foie normal. Cependant, qUOIque l'environnement 
immunologique du foie semble faire de grands efforts pour assurer que la tolérance 
est la réponse par défaut à l'antigène, il est important de souligner que cela ne 
constitue pas un phénotype fonctionnel irréversible des DC hépatiques (ou du foie); le 
système immun local réussit à monter des réactions immunitaires protectrices lorsque 
confronté à une agression pathogénique. Semblable aux DC quiescentes présentes 
dans le sang, dans les voies respiratoires ou dans les plaques de Peyer, les DC 
hépatiques peuvent produire de l'IL-12 une fois activée par les stimuli appropriés 
(TLR3, TLR4 etc) (350, 549). En outre, l'activation des DC hépatiques par l'action 
des ligands du TLR3 [poly(I:C)] ou du TLR9 [CpG ODN 2216]) empêche la 
tolérance qui est induite en exprimant la gp 1-60 de LCMV comme transgène 
hépatique sous le contrôle du promoteur d'albumine chez la souris (324). Ainsi les 
signaux de danger qui sont libérés par les pathogènes locaux peuvent surmonter le 
statut par défaut du système immunitaire du foie, en augmentant le recrutement de 
DC provenant du sang (310, 521, 659) et en permettant l'activation des DC résidantes, 
actions nécessaires pour favoriser l'initiation d'une immunité productive modulée par 
des CD4+ lorsque celle-ci est requise. 
Un corollaire à cette théorie concerne les agents infectieux chroniques qUI se 
répliquent dans les DC sans induire l'activation de celles-ci, tel que le VIH-l et plus 
récemment le VHC. Le VHC peut de ce fait exploiter les propriétés immunologiques 
du foie et sa propre capacité à inactiver les DC (Figure 16) pour retarder l'initiation 
d'une réponse CD4+ dans les LN. Le VHC est non-cytopathique et le virus se 
réplique rapidement dès les premières semaines de l'infection (64). Lors de cette 
période, il est probable que le foie constitue l'emplacement prédominant de la 
présentation d'antigènes viraux où les CD8+ (mais pas les CD4+) VHC-spécifiques 
qui rencontreraient leurs antigènes pendant cette phase de l'infection subiraient une 
activation en effecteurs CTL médiée par des hépatocytes infectées en l'absence d'une 
aide auxiliaire, les conduisant à une délétion éventuelle. Puisque cette voie 
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d'activation par des CP A non-professionnelles semble principalement affecter les 
CD8+ à haute avidité dans le foie (65), ces derniers pourraient être préférentiellement 
recrutés à ce destin fatal. Les quelques lymphocytes VHC-spécifiques qui subiraient 
leur activation par des DC non-infectées effectuant de la présentation croisée dans les 
LN, certainement à une étape plus tardive de l'infection, seraient probablement des 
lymphocytes d'avidité inférieure, et, comme il a été observé pour d'autres infections, 
ces cellules à faible avidité sont incapables d'assurer la clairance virale (11, 126, 
555). Dans les cas de persistance de l'antigène au-delà d'une fenêtre aiguë en raison 
d'un nombre insuffisant de DC activées tôt lors de l'infection, cette immunoréaction 
serait probablement sujet, avec le temps, aux systèmes régulateurs exposés 
précédemment (CD8+ sans aide et T régulateurs), aboutissant en fin de compte à la 
tolérance (coexistence) vis-à-vis la source antigénique. De façon intéressante, le VHB 
est un virus stealth (discret) qui n'infecte pas (587, 606), ni active les DC, 
conséquemment ce qui est décrit ici devrait aussi s'appliquer à ce virus persistant 
hépatotropique qui passe inaperçu par le système innée (636). Ainsi, le modèle 
proposé peut expliquer l'immunoréaction initiale dans les infections virales hépatites 
précédant l'étape chronique; il expliquerait également l'occurrence d'une alloréaction 
limitée immédiatement après la transplantation d'un foie avant que la tolérance ne 
soit établie (105). Chez le sous-groupe d'individus qui contrôle spontanément ces 
infections, il est possible que la présentation croisée efficace d'antigènes viraux se 
produise dans les LN dès les premiers moments de l'infection, évitant ainsi l'induction 
intrahépatique de CD8+ sans aide CD4+ auxiliaire. Alternativement, dans ces 
individus, l'évasion habituelle de l'immunité innée par le VHC ou la nature stealth du 
VHB pourraient être annulées, menant ainsi à une réponse inflammatoire rapide du 
foie et le renversement de la tolérance intrahépatique grâce à l'activation d'une aide 
CD4+ virus-spécifique robuste par les DC. Des tétramères CMHp-II utilisés dans des 
patients CP-D comparativement aux CP-N pourraient permettre l'exploration de la 
fonction et du destin des CD4+ VHC-spécifiques dans le cadre de DC inactivées par 
un virus et apporter ainsi une confirmation de ce modèle chez l'être humain. 
Comme décrit précédemment, les DC sont au cœur des décisions de l'immunité; par 
exemple, une DC quiescente (au repos ou inactivée parun virus) qui présente à un 
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lymphocyte T son antigène spécifique anergise ce lymphocyte au lieu de le stimuler 
(565). Il n'y aura réponse que si à la fois le lymphocyte T et la DC reconnaissent 
l'antigène. Celui-ci se doit d'être accompagné de signaux de danger, qu'ils soient 
endogènes (stress cellulaire inhabituel) ou exogènes (génome viral), afin d'éviter 
l'induction d'une tolérance immunitaire périphérique PD-l dépendante, c'est-à-dire 
dans ce cas précis l'absence de réponse à une entité pourtant étrangère. Cette 
immunotolérance périphérique est strictement spécifique de l'antigène et récessive, 
de sorte que seules les lymphocytes T ayant effectivement reconnu des peptides sur 
des DC inactives, sont inactivées. Le critère discriminant pour induire une réponse 
immunitaire adaptative est donc la reconnaissance de motifs antigéniques différents 
de ceux avec lesquels les récepteurs du système inné réagissent de manière continue 
ou habituelle: l'immunogénicité trouve sa source, et son explication dans l'induction 
par l'antigène de signaux de stress et/ou pro-inflammatoires (et non plus dans 
l'exogénicité de celui-ci). Le rôle tolérogénique des DC n'est donc pas un événement 
occasionnel. C'est un rôle critique au quotidien qu'exerce les DC lors de leur trafic 
des tissus périphériques (ex. le foie) vers les LN en l'absence d'inflammation et l'un 
des rôles que l'on doit dorénavant considérer dans le cadre des maladies infectieuses 
chroniques du foie. Il est désormais apparent que le foie est un site autant de tolérance 
que d'activation de réponses CD8+ primaires efficaces, et que des DC activées y sont 
critiques pour maintenir la qualité des réponses engagées. L'élucidation, dans des 
études futures, des mécanismes moléculaires qui sont à la base des effets 
tolérogéniques sur l'activation intrahépatique primaire des CD8+ par les DC 
hépatiques contribuera nettement à notre compréhension des fonctions immunitaires 
que ces dernières déploient dans le foie infecté. Une compréhension de cet équilibre 
ténu est nécessaire afin de développer des interventions thérapeutiques contre le VHC 
et le VHB basées sur l'immunomodulation des DC hépatiques et celles recrutées aux 
sites d'infections. 
6. Conclusion 
En résumé, les données accumulées suggèrent que le VHC exerce des effets 
inhibiteurs profonds sur le fonctionnement des MDC infectées, freinant le 
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développement de l'immunité adaptative. Cette étude est la première à rapporter une 
interaction quantitativement importante entre le VHC et les DC du sang, interaction 
qui soutient activement un mécanisme d'évasion immunitaire qui n'interfère qu'avec 
les fonctions des cellules ciblées, celles-là même qui présenteront les antigènes du 
VHC aux lymphocytes, de sorte que le VHC peut échapper à la réponse immune 
dirigée contre ses propres antigènes, sans toutefois induire une immunosuppression 
généralisée à d'autres antigènes chez l'hôte infecté. En soi, ces observations se 
prêtent bien au modèle qui prévaut actuellement, à savoir que l'aide décroissante et 
inadéquate des CD4+ VHC-spécifiques est responsable de l'échec des CD8+ à contenir 
l'évolution des mutants d'échappement (595), à éviter la tolérance immunitaire vis-à-
vis leur antigène (207, 625) et à contrôler l'infection. En effet, en conformité avec de 
récentes études dans des modèles murins et des primates non-humains (316, 472), nos 
résultats montrent que le développement d'une mémoire CD8+ VHC-spécifique 
fonctionnelle nécessite l'activation directe des DC via l'engagement de leur TLR par 
les PAMP de l'agent pathogène contre lequel ces cellules sont dirigées. Ainsi, nous 
ajoutons une perspective manquante au modèle en plaçant les DC comme 
intermédiaires critiques entre le VHC et la qualité des réponses des lymphocytes T. 
Dans ce contexte, les rôles précis joués par les TLR individuels, ou par la liste 
croissante de PRR non-TLR tel que RIG-I, dans l'induction de réponse mémoire 
protectrice de longue durée constituent un secteur qui doit continuer à être activement 
exploré. Pour développer un vaccin ou un traitement efficace, il est primordial de 
comprendre, à l'échelle moléculaire, les interactions entre le virus et son hôte, et les 
mécanismes d'évasion immunitaires qui en résultent. À l'évidence, il s'agit là de 
voies particulièrement intéressantes pour le développement de nouvelles stratégies 
thérapeutiques applicables aux infections chroniques. Le défi sera de comprendre le 
rôle joué par les diverses sous-populations de DC pour réguler l'équilibre entre 
immunité et persistance. Si les DC sont de véritables adjuvants naturels, leur 
manipulation à des fins thérapeutiques contre le VHC n'en est toutefois qu'à ses 
débuts. 
Si la DC mature et fonctionnellement normale dans l'infection au VHC reste présente 
à bien des esprits, cette description est vouée à disparaître. Elle correspond à une 
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vision réductrice, qui ne prend en compte ni la diversité et le caractère dynamique des 
signaux susceptibles d'activer une DC, ni la capacité des TLR de faire la 
discrimination entre le soi et le non soi afin de donner la spécificité immunogénique 
requise pour que l'antigène présenté induise une réponse immunitaire adaptative qui 
ne sombre pas dans l'immunotolérance. La volonté de simplifier les techniques et la 
surinterprétation de données obtenues avec un dispositif expérimental commode, 
mais éloigné de la réalité, ont contribué à cette vision déformée. L'exploitation de 
données obtenues avec des systèmes physiologiques devrait permettre de corriger 
cette conception. Le retour de la physiologie, pour cette question, a signifié l'analyse 
de MDC primaires, dans l'environnement sanguin, certes complexe et difficile à 
manipuler, mais qui évite les simplifications abusives. La prochaine étape sera 
d'étudier les DC intrahépatiques. La cytométrie polychromatique a déjà commencé et 
continuera à être un des outils privilégiés de ce type d'exploration de la vie des DC 
dans l'infection au VHC. 
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ANNEXE 
Tableau 9. Paramètres cliniques des patients étudiés en supplémentaires. 
Patient 
(n=27) Age/Sexe Genotype 
Virémie' 
(IU/ml) 
Abbréviations: N/ A, donnée non disponible. 
ARNVRCb 
Naive( PRAlIL-2C 
'Mesuré avec Cobas Amplicor RCV Monitor Test v2.0. 
261 
bMesuré par un RT-PCR quantitatif avec des sondes d'hybridisation sur un instrument LightCycler: +, détecté; -, 
en-dessous du seuil de détection «100 copies X 10-6 PBMC). 
cPBMC CDl4-déplété stimulé avec 3 Ilg/ml de PRA & 200 U/ml d'IL-2 pour 3-7 jours. 
(Naive réfère au fait qu'il s'agit de PBMC totaux sans stimulation mitogénique. 
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Figure 21. Interaction spécifique entre le VHC et les cellules du système immunitaire. 
Cinétique d'accumulation et persistance du VHC dans les PBMC CDlr (PBL) 
activés. Les ARN extraits de PBL stimulés avec 3!lg mL-1 de phytohemaglutinine 
(PHA) et 200 U mL-1 d'IL-2 ont été analysés par RT-PCR sur un instrument 
LightCyc1er pour quantifier le nombre de molécules du génome viral détectables 
après stimulation. Les données sont exprimées en nombre de molécules d'ARN du 
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